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Debido al progresivo envejecimiento de la población mundial y a la mayor prevalencia 
de los factores de riesgo asociados a enfermedades musculoesqueléticas, como la artrosis (OA) 
o la osteoporosis (OP), todos los pronósticos vaticinan una creciente incidencia de estas 
patologías en los próximos años.  
La OA es una enfermedad crónica multifactorial que afecta a todas las estructuras 
anatómicas articulares y en particular al conjunto cartílago-hueso subcondral. Aunque la OA ha 
sido considerada en sus inicios como un trastorno del cartílago, la integridad del cartílago 
articular parece depender de las propiedades mecánicas del hueso subyacente. En la 
actualidad no se conoce una terapia farmacológica eficaz y se tiende a dar mayor interés a 
posibles tratamientos no farmacológicos como la actividad física moderada, corrección 
postural y mejora biomecánica de la articulación.   
En el presente trabajo se demuestran los beneficios de la manipulación quiropráctica 
(MQ) mediante el dispositivo ActivatorV®. Los efectos de esta terapia física se ven reflejados 
en las diferencias que se encuentran a nivel de la densidad mineral ósea (DMO) y el contenido 
mineral óseo (CMO) en el hueso cortical subcondral y los cambios en la micro-arquitectura 
ósea del hueso trabecular subcondral estudiado por microtomografía computarizada 
(microCT). Además, se demuestra el efecto de la MQ en la expresión del sistema del ligando 
del receptor activador de NFƙB (RANKL) y la osteoprotegerina (OPG) tanto en el hueso 
subcondral como en el cartílago de los conejos con OA. Asociada a esta mejora fisiopatológica, 
la MQ reduce la sinovitis desarrollada en la OA, disminuyendo la inflamación y la 
neovascularización, así como el infiltrado inflamatorio. Finalmente y de forma muy preliminar, 
se ha encontrado un potencial efecto modulador de la MQ sobre el dolor, a través del estudio 
de dos neurotrofinas importantes en el remodelado óseo y la inervación aferente de tejidos 
dañados, Semaforina 3A (Sema 3A) y Netrina-1.  
Por otro lado, desde hace décadas, se ha descrito que tanto la osteopenia como las 
fracturas son comorbilidades comunes asociadas a múltiples enfermedades, entre las que 
destaca la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Tenofovir, un 
antirretroviral ampliamente utilizado en el tratamiento del VIH, conduce a un aumento de la 
expresión de marcadores de catabolismo óseo y disminución de la DMO en estos pacientes. El 
efecto de este fármaco en la célula produce la inhibición de la liberación de ATP (al inhibir 
panexina-1) y disminuye los niveles de adenosina extracelulares. Por su parte, dipiridamol, un 
 fármaco que bloquea el transporte de adenosina al interior celular, activa de forma indirecta el 
receptor A2A de adenosina (A2AR) y produciendo la inhibición de la formación de osteoclastos y 
estimulando la formación de hueso. 
  En esta tesis doctoral se ha demostrado que el tratamiento con tenofovir provoca un 
aumento dependiente de la dosis en la diferenciación de osteoclastos in vitro que es revertido 
por dipiridamol, un compuesto que bloquea la entrada a la célula de adenosina incrementado 
su concentración extracelular; modulándose la expresión de catepsina K, RANKL y OPG. 
Además, tenofovir es capaz de aumentar la expresión de ARNm para catepsina K y NFATc1, 
siendo igualmente revertido este efecto por dipiridamol. Estos efectos se ven regulados a 
través de la fosforilación de ERK 1/2 y P38 y la translocación al núcleo de NFƙB. Por otro lado, 
tenofovir inhibe la diferenciación de los osteoblastos in vitro por un mecanismo dependiente 
de la translocación al núcleo de β-catenina. De forma paralela, mediante análisis por microCT, 
se ha comprobó que ratones wild type tratados con tenofovir (tanto macho como hembras 
ovariectomizadas) tienen una DMO disminuida y una alteración de hueso trabecular, siendo 
revertido por el tratamiento con dipiridamol. Se obtuvieron resultados similares en los 
estudios histológicos para los marcadores de remodelado óseo. También se demostró que el 
efecto de dipiridamol en la reversión de tenofovir es dependiente de A2AR, ya que en los 
ratones knockeados para el gen de A2AR, dipiridamol no mostró cambios en los parámetros de 
microCT y tampoco a nivel histológico. 
 Finalmente, el estudio en pacientes naïve VIH positivos de los principales marcadores 
de remodelado óseo, ha demostrado que el tratamiento con tenofovir tiene una acción 
catabólica en el hueso, siendo mucho más evidente que con otros tratamientos 
antirretrovirales que no contienen tenofovir en su formulación. 






 Due to progressive aging of the population and the higher prevalence of risk factors 
associated with musculoskeletal diseases, such as osteoarthritis (OA) or osteoporosis (OP), an 
increasing incidence of these pathologies in the coming years is predicted. 
 OA is a multifactorial chronic disease that affects all articular anatomical structures, 
and in particular the subchondral bone-cartilage set. Although OA has been considered at the 
beginning as a cartilage disorder, the integrity of the articular cartilage seems to be dependent 
on the mechanical properties of the underlying bone. At present, no effective pharmacological 
therapies are known, and there is a tendency to give greater interest to possible non-
pharmacological treatments such as moderate physical activity, postural correction and 
biomechanical improvement of the joint.  
 In the present work we demonstrate the benefits of chiropractic manipulation (MQ) 
through the Activator® device. Computerized microtomography (microCT) has demonstrated 
the effects of this physical therapy in our OA rabbit model, as MQ exerts differences at the 
level of bone mineral density (BMD) and bone mineral content (BMC) in the subchondral 
cortical and subchondral trabecular bone. In addition, modulation of the expression of nuclear 
factor kappa B ligand (RANKL) and osteoprostegerin (OPG) is found in subchondral bone and 
cartilage in OA, and MQ prevents the resorptive action of the disease. This pathophysiological 
improvement associated with MQ, in turn, prevents OA synovitis, inflammation and 
neovascularization. Finally and very preliminarily, we have demonstrated the modulatory 
effect MQ in pain, through the study of Semaphorin 3A (Sema 3A) and Netrin-1, two 
neurotrophins important in bone remodeling and afferent innervations of damaged tissues. 
 On the other hand, for years, it has been described that both osteopenia and fractures 
are common comorbidities and multiple diseases, among which is the infection by the human 
immunodeficiency virus (HIV). Usual long-term therapies administered to prevent loss of bone 
have not been demonstrated to have effect in these individuals such as denosumab. Tenofovir, 
an antiretroviral used in the treatment of HIV, leads to an increase in the expression of 
markers of bone catabolism and a decrease in BMD in these patients. Tenofovir is an AMP 
analog that inhibits HIV retrotranscriptase, but also in cells it exerts its effect by inhibition of 
ATP release through pannexin-1 transporter blockade and reduces extracellular ATP and 
adenosine levels. Moreover, it has been described that indirect activation of adenosine A2A 
 receptor (A2AR) by dipyridamole, an agent that block adenosine cell uptaken, inhibits of 
osteoclast formation and function and promotes bone formation. 
 In this thesis it has been shown that treatment with tenofovir causes a dose response 
increase in osteoclast differentiation in vitro that is reversed by dipyridamole, a compound 
that blocks adenosine uptaken by cells and therefore increases extracellular adenosine levels; 
regulating the expression of cathepsin K, RANKL and OPG. In addition, cathepsin K and NFATc1 
mRNA levels are increased in the presence of tenofovir, being similarly reversed by 
dipyridamole. These tenofovir effects are regulated by phosphorylation of MAPK (ERK1/2 and 
p38) and the nuclear translocation of NFƙB. On the other hand, tenofovir inhibits osteoblast 
differentiation in vitro by inhibition of -catenin signaling. Moreover, it has been seen in vivo 
that when mice (both male and OVX female) are treated with tenofovir, there is a profound 
decrease in weight, BMD and alterations in trabecular bone shown by DXA and microCT 
analysis. Similar results are observed in histological studies for cathepsin K, RANKL and CD68. 
Dipyridamole is able to revert these deleterious effects in a mechanism depending on A2AR, as 
mice lacking A2AR (A2AR KO) did not show the ability of revert tenofovir effects.  
 Finally, the study of the main bone remodeling markers in naïve HIV positive patients, 
has shown that treatment with tenofovir has an early catabolic action in bone (among the first 
year of treatment), being much more evident than other antiretroviral treatments that do not 










1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación quiropráctica mediante el 
dispositivo ActivatorV® en la progresión de la artrosis en conejo. 
1.1. Fisiopatología y etiología de la enfermedad de artrosis. 
 1.1.1. Cartílago articular. 
 1.1.2. Hueso subcondral. 
  1.1.2.1. Sistema RANKL/OPG. 
 1.1.3. Membrana sinovial. 
1.2. Estudios científicos en modelos animales de artrosis. 
1.3. Intervenciones no farmacológicas en el manejo de la OA. Terapias basadas en las ondas de 
choque como posible terapia para la enfermedad. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral tenofovir en el metabolismo 
óseo. Estudio de la activación del receptor A2A de adenosina como aproximación terapéutica en 
pacientes con VIH tratados con tenofovir. 
2.1. Infección por VIH: etiología, epidemiologia y comorbilidades del virus. 
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2.5. Receptores purinérgicos de adenosina. 
 2.5.1. Receptor A2A de adenosina y su implicación en la osteoclastogénesis. 
 2.5.2. Receptor A2A de adenosina y su implicación en la osteoblastogénesis. 
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 1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación quiropráctica mediante el 
dispositivo ActivatorV® en la progresión de la artrosis en conejo. 
 1.1. Material y reactivos.  
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 1.3. Modelo Experimental de artrosis en conejos. 
 1.3.1. Análisis de la micro-arquitectura estructural del hueso mediante 
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 1.3.7. Análisis de expresión proteica de neurotrofinas tras la manipulación 
quiropráctica en las articulaciones de conejos artrósicos. 
 1.3.8. Análisis de expresión génica de Sema 3A tras la manipulación quiropráctica en 
las articulaciones de conejos artrósicos. 
 1.4. Análisis estadístico. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral tenofovir en el metabolismo 
óseo. Estudio de la activación del receptor A2A de adenosina como aproximación terapéutica en 
pacientes con VIH tratados con tenofovir. 
2.1. Material y reactivos. 
2.2. Estudios in vitro en osteoclastos. 
 2.2.1. Diferenciación de osteoclastos en cultivo. 
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1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación quiropráctica mediante el 
dispositivo ActivatorV® en la progresión de la artrosis en conejo. 
1.1. Resultados in vivo. 
 1.1.1.  El estímulo mecánico inducido por la manipulación quiropráctica (MQ) en la 
articulación, mejora la pérdida de hueso cortical subcondral relacionada con la artrosis en 
conejos. 
 1.1.2. La MQ mejora el componente trabecular subcondral en la tibia de los conejos 
artrósicos. 
 1.1.3. Cambios en la modulación del remodelado óseo subcondral en las tibias de 
conejos artrósicos tras la MQ. 
 1.1.4. Mejora del daño en el tejido cartilaginoso en las articulaciones de los conejos 
artrósicos tras la estimulación mecánica inducida por ActivatorV®. 
 1.1.5. La MQ logra mejorar la sinovitis en las articulaciones de los conejos artrósicos. 
 1.1.6. Estudio de la expresión de marcadores de inflamación en membranas sinoviales 
de conejos artrósicos sometidos a una falsa o verdadera MQ. 
 1.1.7. Análisis del infiltrado macrofágico en las sinoviales de conejos artrósicos con 
falsa o verdadera manipulación utilizando el ActivatorV®. 
 1.1.8. El estímulo mecánico inducido por la MQ modula la angiogénesis en la 
membrana sinovial durante la artrosis. 
 1.1.9. El estímulo mecánico inducido por la MQ reduce la fibrotización de la matriz 
estromal en membrana sinovial. 
 1.1.10. Cambios en la expresión de neurotrofinas tras la manipulación mecánica en las 
articulaciones de conejos artrósicos. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral tenofovir en el metabolismo 
óseo. Estudio de la activación del receptor A2A de adenosina como aproximación terapéutica en 
pacientes con VIH tratados con tenofovir. 
2.1. Resultados in vitro. 
 2.1.1. Tenofovir modula la diferenciación de osteoclastos a través de un mecanismo 

















  2.1.2. Tenofovir estimula la diferenciación de osteoclastos, a través de la activación de 
MAPKs y la translocación al núcleo de NFƙB y el pre-tratamiento con dipiridamol revierte el 
efecto. 
 2.1.3. Tenofovir promueve la fosforilación de ERK1/2 y p38, así como la translocación 
al núcleo de NFƙB  durante la diferenciación de osteoclastos pre-tratados con tenofovir; no 
viéndose revertido tal efecto con dipiridamol. 
 2.1.4. Tenofovir inhibe la diferenciación de osteoblastos in vitro y su efecto es 
revertido por dipiridamol. 
2.2. Resultados in vivo. 
 2.2.1. El tratamiento con tenofovir indujo la pérdida de peso y grasa corporal, 
disminución de la DMO y alteración de la micro-arquitectura ósea en ratones macho wild type, 
sin verse cambios en los congéneres A2AKO. 
 2.2.2. Tenofovir produjo el aumento de expresión de marcadores de resorción ósea in 
vivo a nivel histológico en ratones macho wild type, viéndose revertido esta acción por 
dipiridamol. No se vieron cambios histológicos en el modelo A2AKO. 
 2.2.3. El tratamiento con tenofovir indujo la pérdida de peso y grasa corporal, 
disminución de la DMO y alteración de la micro-arquitectura ósea en ratonas OVX wild type, 
sin verse cambios en los congéneres A2AKO. 
 2.2.4. Tenofovir produjo el aumento de expresión de marcadores de resorción ósea in 
vivo a nivel histológico en ratonas OVX wild type, viéndose revertido esta acción por 
dipiridamol. No se vieron cambios histológicos en el modelo A2AKO. 
 2.2.5. El tratamiento con tenofovir no indujo osteomalacia ni cambios en el grosor del 
osteoide en los modelos murinos wild type macho y hembra. 
2.3. Resultados in vivo en pacientes VIH. 
 2.3.1. Características epidemiológicas y socio-demográficas de los pacientes con VIH en 
estudio. 
 2.3.2. Cambios en los marcadores de remodelado óseo de los pacientes con VIH 













  2.3.3. Cambios en el perfil inflamatorio de los pacientes con VIH tratados con tenofovir 
(TDF y TAF). 
DISCUSIÓN                                                                                                     
1. Impacto de la manipulación quiropráctica en la prevención de la artrosis en un modelo animal de 
conejo. 
1.1. La MQ con ActivatorV® modula el remodelado del hueso cortical subcondral y hueso 
trabecular subcondral en la tibia de los conejos artrósicos. 
1.2. El estímulo mecánico aplicado con ActivatorV® reduce las lesiones en el cartílago 
generadas durante la artrosis.  
1.3. Regulación de la sinovitis y la inflamación a través del estímulo mecánico producido por la 
MQ. 
1.4. Efecto de la MQ en la expresión de Sema 3A en membrana sinovial. Potencial implicación 
en la modulación del dolor en conejos artrósicos. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral tenofovir en el metabolismo 
óseo. Estudio de la activación del receptor A2A de adenosina como aproximación terapéutica en 
pacientes con VIH tratados con tenofovir. 
2.1. Tenofovir es capaz de modular la diferenciación y función de los osteoclastos in vitro, 
viéndose revertido su efecto por el tratamiento con dipiridamol. 
2.2. Tenofovir es capaz de modular la diferenciación y función de los osteoblastos in vitro, 
viéndose revertido su efecto por el tratamiento con dipiridamol. 
2.3. Efectos de tenofovir in vivo en ratones sanos y osteoporóticos, tanto wild type como 
deficientes del A2AR. 
2.4. La terapia antirretroviral de primera línea con tenofovir induce un estado catabólico óseo 
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 Debido al envejecimiento progresivo de la población mundial y a la mayor prevalencia 
de factores de riesgo asociados a las enfermedades musculoesqueléticas (edad, obesidad, 
factores hormonales y metabólicos y predisposición genética) todos los pronósticos auguran 
una creciente incidencia de patologías óseas y musculares en los próximos años, en especial la 
artrosis (OA) y la osteoporosis (OP) [1-4].  
 Como agravante, hasta la fecha, no existen tratamientos farmacológicos aprobados 
que reviertan o detengan la progresión de la OA, por lo que el único tratamiento disponible 
para los pacientes se limita a la administración de analgésicos y en última instancia, para casos 
graves, el reemplazo total de la articulación por una prótesis. 
 Además, no sólo el propio envejecimiento de la población y la sobrecarga mecánica 
predisponen a sufrir enfermedades musculoesqueléticas; sino que se ha comprobado durante 
los últimos años que importantes alteraciones óseas cursan como comorbilidades de otras 
enfermedades, destacando la infección por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) [5].  
 Por lo tanto, ante esta situación, y teniendo en cuenta las escasas opciones 
terapéuticas para la OA y la ausencia de respuesta a la terapia farmacológica en la OP asociada 
a la infección del VIH; esta tesis doctoral se plantea con el objetivo de investigar, de forma 
paralela e independiente, posibles terapias eficaces no farmacológicas y farmacológicas para 













1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación 
quiropráctica mediante el dispositivo ActivatorV® en la progresión de la 
artrosis en conejo. 
 
 1.1. Fisiopatología y etiología de la enfermedad de artrosis. 
 La OA es la enfermedad reumatológica más común e incidente, caracterizada por 
cambios crónicos estructurales y mecánicos en las articulaciones [2-4, 6]. La patología actúa 
limitando en gran medida la movilidad articular y generando dolor en los pacientes [6]. Los 
cambios patológicos observados en las articulaciones de los pacientes con OA incluyen 
degradación del cartílago articular, engrosamiento del hueso subcondral, formación de 
osteofitos, grados variables de inflamación sinovial, degeneración de los ligamentos e 
hipertrofia de la cápsula articular [6]. También puede haber cambios en los músculos peri-
articulares, los nervios y meniscos que pueden contribuir a la OA o los propios síntomas de la 
enfermedad [6].  
 La OA afecta aproximadamente al 15% de la población comprendida entre los 25 y 75 
años de edad [7]. La prevalencia de la OA aumenta con la edad, viéndose afectada hasta el 
70% de la población mayor de 65 años [8]. Numerosas anomalías articulares y enfermedades 
sistémicas están asociadas con la OA, incluida la displasia articular y diversas enfermedades 
genéticas y metabólicas. Sin embargo, entre los factores de riesgo para la OA, destacan como 
más importantes: la edad, la obesidad, las lesiones articulares y las influencias ambientales, en 
particular la sobrecarga repetitiva y  factores biomecánicos [9]. 
 La enfermedad se desarrolla y progresa con cambios degenerativos progresivos en la 
estructura, composición y también en las propiedades mecánicas de diferentes tejidos 
articulares como el cartílago, hueso subcondral y trabecular; y los tejidos sinoviales y otros 
tejidos adyacentes [8, 10] (Fig. 1). A continuación, se resume la función de los distintos tejidos 









Figura 1. Esquema representativo de las alteraciones patológicas y los  cambios anatómicos 
producidos por la OA en la articulación. (Modificada de Genetics Home Reference; U.S. National Library 
of Medicine, 2019). 
 
  1.1.1. Cartílago articular. 
 El cartílago articular es el tejido responsable de la fricción y amortiguación del impacto 
generado durante el movimiento y la actividad física. Se caracteriza por ser un tejido avascular 
y aneural, además de no poseer drenaje linfático. Está formado por un sólo tipo celular 
(condrocito) y una matriz extracelular estructurada y constituida por colágenos, proteoglicanos 
y agua [11].  
 En el cartílago sano, los condrocitos sintetizan y degradan continuamente los 
componentes de la matriz extracelular renovando el tejido como respuesta a distintos 
estímulos mecánicos, factores de crecimiento o interleuquinas [12]. Durante la OA, el cartílago 
desarrolla un desequilibrio entre la degradación y formación; activándose los condrocitos 
quiescentes y produciendo proteínas tanto catabólicas como anabólicas [12]. Debido a la 
incapacidad de estas células de regenerar la matriz extracelular, el cartílago va perdiendo sus 
propiedades físicas elásticas y de resistencia a la compresión [12]. La degradación de la matriz 
extracelular se produce a través de proteasas como las desintegrinas y metaloproteinasas con 
motivos de trombospondina 5 (ADAMTS-5) que degradan agrecano (AG) y otros proteoglicanos 




ADAMTS-5 facilita la activación de metaloproteinasas como la metaloproteinasa tipo 13 
(MMP-13) y la metaloproteinasa tipo 3 (MMP-3), con una gran afinidad por el colágeno tipo II 
(COL II) [13]. Como consecuencia de la acción de estas proteínas aparecen en el cartílago 
lesiones y erosiones que exponen el hueso subcondral adyacente a la fricción articular. 
 En cuanto al componente celular y en condiciones fisiológicas normales, los 
condrocitos, de pequeño tamaño, se encuentran en una fase de reposo, tienen una tasa de 
proliferación baja y se distribuyen uniformemente en la matriz [14, 15]. Cuando los 
condrocitos se van estimulando por la actividad física normal de la articulación, entran en una 
fase proliferativa donde adquieren una conformación aplanada, se organizan en columnas y 
secretan entre otras proteínas colágeno tipo IV (COL IV) y matrilina [16]. A continuación, 
conforme aumenta la presión mecánica externa y los estímulos biomecánicos, estas células 
entran en la fase de diferenciación hipertrófica [16]. Como resultado se forma un entramado 
de colágeno tipo X (COL X), principalmente, que servirá de referencia para la posterior 
calcificación del tejido [17]. Estos condrocitos hipertróficos calcifican la matriz extracelular que 
es invadida por vasos sanguíneos, y mueren por apoptosis, siendo reemplazados por 
osteoclastos y precursores de osteoblastos que formarán el centro de osificación que 
reemplazará cartílago por hueso [18]. 
 En este sentido, varios investigadores han descrito que el estrés mecánico de la 
articulación es un factor muy importante que regula el metabolismo y la composición del 
cartílago y también del hueso [19-22]. Además, se ha comprobado que existe una importante 
relación entre el estrés mecánico y la regulación de las citoquinas y mediadores inflamatorios 
que alteran la homeostasis y el metabolismo del cartílago normal sano [23, 24]. La carga 
mecánica del cartílago estimula el metabolismo de los condrocitos e induce la biosíntesis de 
factores anabólicos para preservar la integridad del tejido [25, 26] (Fig. 2 A-B). Las señales 
mecánicas pueden modular la actividad bioquímica y los cambios en el comportamiento 
celular a través de la transducción mecánica. La compresión del cartílago conduce a cambios 
complejos dentro del tejido, incluidos la matriz y el componente celular pudiendo provocar la 
deformación, cambios de presión hidrostática y osmótica, alteración del flujo y contenido de 
agua de la matriz, cambios en la concentración de iones y de la densidad de carga [25, 27-29]. 
Estos cambios son detectados por los mecano-receptores de la superficie celular, incluyendo 
los canales iónicos e integrinas mecano-sensibles. La activación de estos mecano-receptores 
inicia cascadas de señalización intracelular, desencadenando procesos de remodelación de 




cuantitativo entre la actividad anabólica y catabólica que resulta en el agotamiento de los 
componentes de la matriz [25, 27-29] (Fig. 2 A-B). 
 
Figura 2. Representación de los efectos de la carga biomecánica en el metabolismo del cartílago. (A) 
Magnitudes de tensión fisiológica medidas en cartílago articular. Durante las actividades normales, los 
rangos de tensión diurna en reposo varían de 0 a 10%, posteriores a la actividad varían de 5 a 15% y 
durante la actividad varían de 15 a 35%. A magnitudes de tensión más altas (50–70%), la compresión 
mecánica puede causar lesiones que eventualmente inducen muerte celular por necrosis y apoptosis en 
los rangos de tensión más altos (70–90%). (B) Efectos de diferentes condiciones de carga sobre la 
función de los condrocitos. La carga estática disminuye la actividad metabólica del cartílago. Los niveles 
fisiológicos de carga dinámica pueden ser anabólicos o antiinflamatorios, mientras que los niveles híper-
fisiológicos de carga dinámica y la carga perjudicial pueden inducir efectos catabólicos o pro-
inflamatorios (Modificada de Sanchez-Adams J et al., 2014, Current Rheumatology Reports). 
 
  1.1.2. Hueso subcondral. 
 El hueso subcondral está separado del cartílago calcificado por la línea de calcificación 
y se compone de dos entidades anatómicas, la placa subcondral formada por una delgada capa 
cortical y el hueso cortical subcondral subyacente integrándose en una unidad biomecánica 
funcional [30, 31]. La placa subcondral se encuentra físicamente comunicada con el cartílago 




que es la estructura responsable de absorber y distribuir la carga a la que es sometida la 
articulación [31]. Esta estructura porosa y vascularizada aporta los nutrientes esenciales al 
cartílago, siendo responsable del aporte del 50% de glucosa y oxigeno que recibe el condrocito 
[31]. 
 Además de la unión física, también existe una comunicación molecular demostrada 
entre cartílago y hueso liberándose factores que llegan al condrocito desde las células óseas o 
viceversa [30, 32]. Este hueso subcondral es de vital importancia en la evolución de la OA, 
caracterizado por cambios estructurales e histopatológicos como quistes, microfisuras y 
esclerosis, engrosamiento trabecular, aumento del volumen del osteoide y disminución de 
calcio asociado a fibras de colágenos durante la evaluación de la patología [33]. 
 Durante los primeros estadios de la enfermedad se ha descrito un aumento del 
remodelado óseo y pérdida de hueso subcondral, acompañándose este remodelado con un 
mayor daño en el cartílago [32, 34]. Por su parte, en etapas avanzadas de la enfermedad, hay 
controversia respecto a la aparición de esclerosis subcondral, debido a que, estudios mediante 
resonancia magnética nuclear demuestran que en las zonas adyacentes a las lesiones del 
cartílago medial en la tibia de pacientes con OA hay una mayor fracción de volumen de hueso 
y un mayor espesor de las trabéculas óseas [35]. Además, en las zonas donde el cartílago está 
dañado aparece esclerosis del hueso subcondral, mientras que las zonas adyacentes presentan 
osteopenia [35]. 
 
   1.1.2.1. Sistema RANKL/OPG. 
 En el remodelado óseo del hueso subcondral tiene especial importancia la ruta que 
implica el receptor activador de NFƙB (RANK), su ligando (RANKL) y la osteoprotegerina (OPG). 
Estos mediadores regulan la diferenciación y actividad de los osteoclastos, las células óseas 
encargadas de la resorción de la matriz ósea, siendo importantes en el daño deletéreo del 
hueso producido en patologías articulares como la OA o la artritis reumatoide [13]. La unión de 
RANK, presente en la superficie de los precursores de osteoclastos, a RANKL producido por los 
osteoblastos, células que se encargan de regenerar la matriz ósea durante el remodelado; 
promueve la maduración de los osteoclastos. Por su parte OPG, actúa inhibiendo la 
diferenciación de los osteoclastos secuestrando por unión a RANKL e impidiendo su fusión con 
RANK. De este modo el ratio RANKL/OPG es indicativo de resorción ósea y juega un papel 




condrocitos y algunos autores han sugerido que en la OA y la OP, los condrocitos hipertróficos 
de la placa de crecimiento podrían participar en la diferenciación de precursores de 
osteoclastos debido a que expresan RANKL en mayor cantidad que OPG [32, 37]. 
 
  1.1.3. Membrana sinovial. 
 La membrana sinovial es un tejido blando que recubre las cavidades de las 
articulaciones diartrodiales, la cubierta de tendones y bursas. Está formada por una capa 
íntima en contacto directo con la articulación y una capa subyacente denominada subíntima. 
La íntima está constituida por 1 a 3 capas de células, de origen macrofágico, monocitos 
(sinoviocitos tipo A) y fibroblastos especializados (sinoviocitos tipo B). Por su parte, la capa 
subíntima está compuesta por vasos sanguíneos y linfáticos, fibroblastos residentes y células 
infiltradas embebidas en la matriz de colágeno [38]. 
 La principal función de la membrana sinovial es la de producir el líquido sinovial, que 
actúa como lubricante de la articulación (en concreto del cartílago articular) y también actuar 
como soporte para la amortiguación y reparto de fuerzas en la articulación [39]. Estudios 
llevado a cabo en pacientes con OA sostienen que prácticamente el 70% de los pacientes sufre 
de sinovitis [40]. Esta sinovitis artrósica se caracteriza por la transformación agresiva del 
fenotipo de los sinoviocitos B y por el desarrollo de un infiltrado inflamatorio, proliferación de 
la capa íntima, formación de tejido fibroso y neovascularización que en los casos de mayor 
gravedad resulta en hiperplasia sinovial persistente capaz de destruir el cartílago articular y 
producir erosiones óseas [41]. Se ha descrito que la inflamación producida en la membrana 
sinovial en el desarrollo de la OA conduce a la pérdida de función del tejido por permeabilidad 
y difusión de moléculas a través del líquido sinovial al torrente sanguíneo [40]. Además se ha 
evidenciado que, influye en la aparición de síntomas, pudiendo ser una fuente principal de 
dolor en la articulación a raíz de los procesos de neovascularización e inervación de novo de los 
tejidos [42]. 
 
 1.2. Estudios científicos en modelos animales de artrosis. 
 Estudios en modelos animales de OA demuestran la inestabilidad de las articulaciones 
cuando se induce la sección de ligamentos o meniscectomía [43, 44]. Los animales desarrollan 




interrupción de la síntesis de colágeno y el recambio de la matriz. Además, los mediadores 
inflamatorios y las citoquinas parecen jugar un papel importante en los modelos alterados de 
OA. En un modelo bovino, Hosseini SM y colaboradores [45] demostraron que el daño más 
temprano está representado por el reblandecimiento del cartílago, sin pérdida de colágeno. El 
siguiente paso es la pérdida de síntesis de colágeno y finalmente aparece la destrucción 
macroscópica del tejido [45].  
 En los modelos animales caninos, la sobrecarga en las articulaciones muestra una 
disminución importante en el contenido de glicosaminoglicanos, tanto en la zona superficial 
articular como en la zona intermedia, junto con el reblandecimiento del cartílago debido al 
cambio en la organización de la red de colágeno [46]. Además, se observa remodelación ósea 
subcondral con pérdida de condrocitos, especialmente en la zona superficial y el área 
calcificada aumenta considerablemente, marcando así la transición irreversible a la OA [46]. 
Con la destrucción de la zona superficial, la enfermedad se propaga a través de la zona 
intermedia y la zona profunda, resultando esto en las consecuencias que se observan en las 
pruebas radiológicas de la OA con pérdida del tejido cartilaginoso, estrechamiento del espacio 
articular, presencia de osteofitos y esclerosis subcondral [15]. 
 Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado, además, que la OP previa a 
la enfermedad de OA es capaz de inducir la lesión del cartílago en un modelo de conejo donde 
se combinaron ambas patologías esqueléticas [47]. La correlación significativa entre el 
deterioro de la micro-arquitectura subcondral y el daño del cartílago indicó que los cambios en 
el hueso subcondral agravan el daño del cartílago cuando la OA y OP coexisten 
simultáneamente en los mismos individuos. En el mismo sentido, se ha publicado que en las 
primeras etapas del deterioro articular asociado a la OA, el hueso subcondral sufre una 
pérdida neta de hueso y una pérdida de calidad ósea que podría contribuir al deterioro del 
cartílago [48-50]. 
 Nuestro grupo ha propuesto desde hace unos años una clasificación fenotípica de la 
OA primaria, en la que existiría un grupo de pacientes en los que la aparición de OA de rodilla 
estaría condicionada a la pérdida de estrógenos durante el periodo pre-menopáusico [2]. En la 
actualidad tenemos varios estudios en modelos animales encaminados a poner de manifiesto 
la existencia de este fenotipo que se describe en pacientes con OA incipiente. Estos pacientes 
podrían beneficiarse de las terapias anti-resortivas o anabólicas óseas que impedirían la 
pérdida de masa ósea subcondral, evitando por tanto la degeneración del cartílago adyacente 




 1.3. Intervenciones no farmacológicas en el manejo de la OA. Terapias 
basadas en las ondas de choque como posible terapia para la enfermedad. 
 Como se ha comentado anteriormente, la sobreestimulación mecánica de la 
articulación acelera el inicio y agrava la progresión de la OA [4]. Hasta la fecha, aunque haya 
tratamientos para la OA, los resultados no son esperanzadores y este tratamiento se basa 
principalmente en intervenciones físicas como medidas de protección articular y ejercicio 
físico, así como opciones farmacológicas para controlar el dolor [53]. Por esta razón, la 
búsqueda de nuevas vías terapéuticas es uno de los objetivos actuales en el estudio de la OA. 
En este sentido, las terapias de base física y en concreto, las terapias basadas en las ondas de 
choque están siendo en los  últimos tiempos opciones para el abordaje del tratamiento de la 
OA [54, 55].  
 Las ondas de choque son ondas acústicas inducidas por generadores 
electrohidráulicos, piezoeléctricos, electromagnéticos o neumáticos [56]. En términos físicos, 
las ondas de choque son una serie de fluctuaciones cortas y definidas de energía acústica que 
se transmiten rápidamente por el espacio tridimensional [57]. Este tipo de energía liberada  se 
caracteriza por una fase de presión positiva seguida de una fase de presión negativa, que causa 
diferentes efectos en los tejidos expuestos. La onda de choque inicialmente provoca 
compresión durante la fase de presión positiva, y posteriormente fuerza tensil y tensión 
tangencial  en la fase de presión negativa [57] (Fig. 3). Además, las fuerzas tensiles parece que 
pudieran dirigir a la formación de microburbujas de vapor (debido al proceso de cavitación por 
el cambio repentino de presiones que sufre el fluido), ejerciendo diferentes efectos biológicos 
en zonas localizadas [57].  
 
Figura 3. Forma típica de una onda de choque. Hay un aumento inicial muy rápido de la presión 
(nanosegundos) hasta aproximadamente 100 MPa, que finalmente es seguido por una presión negativa 




 Basándose en lo anteriormente expuesto, la terapia de las ondas de choque 
extracorpórea (ESWT, Extracorporeal SockWaves Therapy) en el tratamiento de la OA se 
plantea como una nueva alternativa terapéutica [56, 57]. Aunque el mecanismo no se conoce 
con exactitud, y los resultados en algunos estudios no son concluyentes, parece que la ESWT 
pudiera tener un efecto beneficioso sobre el condrocito [58], y el remodelado del hueso 
subcondral, disminuyendo la expresión de moléculas proinflamatorias como IL-10, TNF-α y la 
síntesis de metaloproteinasas y proteasas que degradan la matriz de proteoglicanos [59-62].   
 Además, en cuanto a los síntomas dolorosos, parece que pudiera existir un efecto 
analgésico asociado a la ESWT como demuestran los estudios de Revenaugh 2005 [63], en 
caballos con OA; y más recientemente Chen y colaboradores [64] y Zhao y colaboradores [65] 
en humanos con OA. Finalmente evidencias emergentes muestran mejoras en la función 
motora después de la estimulación con ondas de choque [66, 67].  
 A pesar de estos prometedores resultados, se tiene poca información sobre los 
protocolos de tratamiento con ESWT para la OA. La intensidad en la energía de las ondas de 
choque aplicadas, la duración del tratamiento y el número de sesiones no están bien 
determinados. Parámetros como la frecuencia, la densidad de flujo energético y los pulsos son 
a veces elegidos al azar y varían de unos estudios a otros lo que hace difícil analizar y comparar 
resultados [56]. Esto es de gran importancia porque se han descrito efectos degenerativos en 
el tejido articular cuando se aplica sobredosis de ESWT [62]. En este sentido, los dispositivos 
de onda de choque de baja energía, como el ActivatorV®, utilizados para la manipulación 
quiropráctica (MQ) instrumentada [68] pudieran ser una alternativa a la ESWT en el 
tratamiento de la OA.  
 La quiropráctica es una profesión centrada en el diagnóstico, tratamiento y prevención 
de los trastornos del sistema muscoloesquelético y los efectos que estos producen en la salud 
en general [69]. Dada la estrecha relación del sistema musculoesquelético y sistema nervioso, 
la quiropráctica tiene dos funciones: por un lado, una función ortopédica, comprendiendo y 
considerando la función mecánica de los músculos y articulaciones; y por otro lado una función 
neurológica, ya que tras el tratamiento quiropráctico de una articulación también se producen 
efectos reflejos en el sistema nervioso, pudiendo tener efectos más amplios en el sistema 
nervioso autónomo y el control visceral [70]. 
 La MQ es esencialmente manual, lo que permite al quiropráctico restaurar el rango 
normal de movimiento y función de las articulaciones, músculos y ligamentos. Para este 




quiroprácticos) de articulaciones que están más allá de su rango de movimiento fisiológico 
pero sin exceder su límite anatómico [69].  
 Como alternativa al procedimiento manual, la MQ también se puede realizar de forma 
instrumentalizada con ayuda del ActivatorV® (Fig. 4). Este instrumento es un pequeño 
percusor que elimina la disfunción articular (o subluxación) tanto por vía mecánica como 
neurológica, permitiendo recuperar movimiento articular y respuesta normal del sistema 
nervioso [71].  
 Se sabe que a diferencia de los generadores utilizados para la terapia con ondas de 
choque, el pico de amplitud de las ondas de presión generado por el Activator es 20 veces más 
pequeño [72]. En este sentido, estudios recientes han demostrado que la fuerza de entrada 
generada por el ActivatorV®, ronda entre 1-123 N directamente en las células [72] o 79 N en 
bloques de polímeros análogos al tejido espinal [73], produciendo una energía cinética máxima 
de 0.3 J, muy por debajo de la energía requerida para producir lesión tisular [74, 75].  
 Datos recientes han demostrado que la terapia manipulativa de extremidades ejerce 
efectos positivos en pacientes con OA en rodilla [76]. Sin embargo, el mecanismo implicado en 
esta mejora no está claro. A su vez, estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la 
MQ induce una mejoría en la densidad mineral ósea y la micro-arquitectura ósea en un modelo 
animal de OP [77]. Dado el papel fundamental del hueso subcondral durante el inicio y la 
progresión del daño en el cartílago durante la OA, nuestra hipótesis es que la mejoría del 
hueso subcondral que podría inducir la MQ, prevendría la progresión de daño del cartílago 





Figura 4. Instrumento ActivatorV® utilizado en la manipulación quiropráctica. Primer instrumento de 
ajuste quiropráctico electrónico inalámbrico registrado y aprobado por la FDA (Food and Drug 
Administration). Produce un empuje electrónico de presión, con cuatro configuraciones de empuje que 





2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo. Estudio de la activación del receptor 
A2A de adenosina como aproximación terapéutica en pacientes con VIH 
tratados con tenofovir. 
 
 2.1. Infección por VIH: etiología, epidemiologia y comorbilidades del virus. 
 Según datos actualizados en 2016 por la OMS (Organización Mundial de la Salud), se 
calcula que en todo el mundo habría cerca de 40 millones de personas infectadas por el VIH 
(virus de la inmunodeficiencia humana), de los que aproximadamente el 5% serían niños [76]. 
Así mismo, estos datos mostraban que el 54% de los adultos infectados con el virus estaban 
recibiendo tratamiento antirretroviral y en torno al 43% en el caso de los niños. Entre 2000 y 
2016, el número de nuevas infecciones por el VIH se redujo en un 39% y las defunciones 
asociadas al virus disminuyeron en una tercera parte. Esto significa que prácticamente 13 
millones de personas infectadas conseguían sobrevivir al virus gracias al tratamiento 
antirretroviral en ese periodo de tiempo [78]. 
 La infección por el VIH es ampliamente conocida y estudiada por su impacto 
inmunológico, ya que se replica en los linfocitos T CD4+, así como en monocitos, macrófagos y 
células dendríticas (todas ellas presentan los correceptores CXCR4 y CCR5 esenciales para la 
entrada del virus en la célula) [79]. La infección da lugar a una linfopenia muy severa que cursa 
con la inmunodeficiencia del paciente y las infecciones oportunistas que comprometen 
seriamente la salud del enfermo. La infección por VIH también afecta a otros tejidos y órganos 
como el corazón, el riñón y el hígado; así como al sistema nervioso central y al sistema 
musculoesquelético, produciendo cambios similares a los observados en el envejecimiento: 
aumento de la fragilidad, sarcopenia, obesidad y OP [80].  
 Durante casi dos décadas, las alteraciones óseas se han ido observando en el curso de 
la infección por VIH, caracterizándose por una disminución notable de la DMO y un aumento 
de la frecuencia de fracturas como resultado de la fragilidad [5]. Aunque se sabe poco sobre la 
patogenia de los cambios prematuros en la composición corporal y ósea en pacientes con VIH, 
es probable que estos cambios sean causados por el propio virus, por las terapias 
antirretrovirales o por la acción de la inflamación crónica generada [80]. Además, los factores 
de riesgo asociados a la enfermedad (desnutrición, bajo peso corporal, alto índice de 




aumento de la OP y fragilidad ósea [81]. De hecho, se plantea la hipótesis de que el aumento 
del remodelado óseo puede ser causado por una interacción compleja de células T con 
osteoclastos y osteoblastos probablemente influenciados por el VIH y la terapia antirretroviral 
[82]. Un meta-análisis en el que se incluyeron poblaciones mundiales de pacientes VIH 
positivos naïve (pacientes que no habían recibido previamente tratamiento antirretroviral) de 
1994 a 2005, mostró un índice incremental de 6.4 veces de osteopenia en hombres de 30 a 40 
años y un aumento de 3.7 veces en OP para mujeres de 35 a 75 años comparado con 
individuos sanos [81]. En adultos, la disminución de la DMO también se ha asociado al 
tratamiento prolongado con antirretrovirales y más concretamente a aquellos que en su 
composición cuentan con tenofovir (análogo nucleotídico) como inhibidor de la transcriptasa 
inversa del virus [83, 84]. Estos hechos indican que los efectos de la medicación pueden 
contribuir al aumento inicial de la pérdida de DMO después del inicio del tratamiento con 
antirretrovirales. Además, las habituales terapias administradas para prevenir la pérdida de 
hueso (bifosfonatos principalmente) no han demostrado tener efecto en los pacientes con VIH 
[80]. Pinzone y colaboradores encontraron en sus estudios que los bifosfonatos producían un 
aumento de la DMO en la columna lumbar, la cadera y el fémur después de 48 y 96 semanas 
de tratamiento en sus pacientes con VIH [85]. Sin embargo, la mayoría de los pacientes 
estudiados eran hombres jóvenes con VIH bien controlado y bajo riesgo de fractura.  
 
 2.2. Terapia antirretroviral: tratamiento de primera línea con tenofovir. 
 Tenofovir es un fármaco antirretroviral, estructuralmente análogo a adenosín 
monofosfato (AMP) (Fig. 5), que se incluye de forma habitual en el tratamiento del VIH y la 
infección crónica del virus de la hepatitis B (VHB). Debido a su estructura química, puede ser 
captado por las células a través de transportadores de moléculas orgánicas y en el interior 
celular es polifosforilado a su forma activa, inhibiendo de esta manera la transcriptasa inversa 
del virus del VIH y la polimerasa del VHB.  
 Las guías nacionales e internacionales para el tratamiento inicial de pacientes 
infectados con VIH recomiendan el uso de dos inhibidores de la transcriptasa inversa análogos 
de nucleósidos/nucleótidos (ITIN/t) más un tercer fármaco activo: un inhibidor de la integrasa, 
un inhibidor de la transcriptasa inversa no análogo a nucleósido (ITINN) o un inhibidor de la 
proteasa [86-88]. Entre los ITIN/t, tenofovir disoproxil fumarato (TDF) (Fig. 5) fue aprobado por 
las autoridades reguladoras de medicamentos estadounidenses y europeas y estuvo disponible 




la mayoría de los regímenes recomendados, siendo el ITIN/t más utilizado durante muchos 
años basado en su alta eficacia establecida [86-88]. En general, mostró buena tolerancia, como 
se demostró en ensayos clínicos y en poblaciones de estudio [89-93]. TDF se usa ampliamente 






Figura 5. Estructura molecular del fármaco tenofovir en sus dos versiones comerciales actuales: TDF 
(tenofovir disoproxil fumarato) y la más reciente y mejorada TAF (tenofovir alafenamida 
fumarato). 
 
 En los últimos años ha surgido una creciente evidencia que asocia el uso de TDF con el 
desarrollo de disfunción tubular proximal del riñón, síndrome de Fanconi e insuficiencia renal 
[94, 95]. En 2015 se aprobó por primera vez tenofovir alafenamida fumarato (TAF) (Fig. 5), un 
nuevo fármaco oral de tenofovir, que junto con emtricitabina, elvitegravir y cobicistat 
(EVG/c/FTC/TAF) forman una terapia antirretroviral de primera línea. La terapia que contiene 
TAF tiene menos impacto en las medidas de seguridad renal y ósea en comparación con los 
tratamientos que contienen TDF. Se cree que esto se debe a la  reducida dosis plasmática del 
fármaco (10-25 mg frente a los 300 mg de TDF), que es suficiente para alcanzar una 
concentración intracelular óptima del metabolito activo tenofovir-difosfato [96-98]. Se han 
descrito diversos efectos secundarios en el tratamiento con tenofovir, entre ellos algunos 
leves, como náuseas o mareo ocasional; y otros más graves como acumulación de ácido láctico 
en la sangre (acidosis láctica), trastornos graves del hígado y nuevos trastornos de los riñones 
o empeoramiento de los existentes, incluso insuficiencia renal. Otros efectos secundarios 
descritos para el fármaco incluyen cambios en el sistema inmunitario y afecciones óseas, 
incluso dolor o desgaste (osteopenia), que puede ocasionar fracturas [ficha técnica del 
fármaco, Agencia Española del Medicamento (AEMPS)]. 
 Estudios en pacientes con VIH sin tratamiento antirretroviral han demostrado que las 
variaciones en el sistema RANKL/OPG de células B se correlacionaban con la DMO total de 




ósea inducida por el VIH a través de un desequilibrio en el sistema RANKL/OPG [99]. Además, 
el inicio de la terapia antirretroviral (lopinavir/ritonavir más TDF/emtricitabina) en estos 
pacientes induce un rápido aumento de los marcadores de resorción ósea, concretamente 
carboxi-terminal del colágeno tipo I (CTX), seguidos de un aumento en el RANKL y niveles de 
factor de necrosis tumoral (TNF-α) que se correlaciona positivamente con la magnitud de la 
repoblación de células T CD4+ [100]. 
 Sobre la base de estos datos, se ha planteado la hipótesis de que la restauración de 
células T y la reactivación inmune conducen a la producción de RANKL y TNF-α por las células T 
y las células B. Estas citoquinas contribuirían a la formación y activación de osteoclastos, al 
aumento de la resorción ósea y, en consecuencia, a la pérdida ósea [101].  
 
 2.3. Importancia de panexina-1 en la infección por VIH. 
 La familia de transportadores panexina consta de tres miembros: Panx-1, Panx-2 y 
Panx-3 (Fig. 6). Esta familia de proteínas integrales de membrana se identificó por primera vez 
en mamíferos en el año 2000 por Pachin y colaboradores [102]. Las panexinas están formadas 
por cuatro dominios transmembrana, dos bucles extracelulares y un bucle intracelular con los 
extremos amino y carboxilo terminal expuestos al citoplasma formando un poro [102-105] 
(Fig. 6). De los tres miembros existentes en la familia de panexinas, el más estudiado y del cual 
se conoce mejor su estructura y función es Panx-1. Estudios en este sentido revelaron que la 
estructura de Panx-1 en su parte extracelular está revestida por porciones de la primera hélice 
transmembrana y las primeras regiones de giro extracelulares, mientras que el revestimiento 
interno del poro está constituido por el dominio carboxilo terminal y no por el amino terminal 





Figura 6. Representación esquemática de los tres miembros de la familia panexina. Panx-1 (426), Panx-
2 (677) y Panx-3 (392) de longitudes de aminoácidos variables son proteínas integrales de membrana. 
EL1, EL2 (bucles extracelulares 1 y 2), IL (bucle intracelular), CT (extremo carboxilo terminal) y NT 




 Trabajos realizados por Velasquez y colaboradores [106] han demostrado que la 
infección de células mononucleares de sangre periférica y linfocitos T CD4+ por VIH causa la 
apertura de panexina-1 [transportador de ATP (adenosín trifosfato) a través de la membrana 
plasmática] de forma bifásica [107]. La unión del virus al receptor CD4 y los co-receptores 
CXCR4 y CCR5 induce la apertura del canal (Fig. 7), dando como resultado la liberación de ATP 
y la posterior activación de los receptores purinérgicos, tanto de ATP, como de sus 
metabolitos. Esta activación de receptores purinérgicos es necesaria para la propia entrada del 
virus y su posterior replicación en los linfocitos T CD4+. La apertura del transportador 
panexina-1 produce un aumento del calcio intracelular y la posterior reorganización de la 
actina, que es un paso necesario para permitir que el virus se fusione con la membrana de la 
célula huésped y acceda a ella [106, 107]. 
 Por otro lado, ensayos experimentales de fibrosis en ratón, realizados por Feig y 
colaboradores, demostraron que el tratamiento con tenofovir produjo una disminución 
significativa de los niveles de adenosina, produciendo una disminución de la fibrosis [108]. A 
raíz de estas investigaciones, se ha descrito que tenofovir disminuye las concentraciones 
extracelulares de adenosina por inhibición, en dosis dependiente, del transporte de ATP 
mediante el bloqueo de los transportadores de esta molécula, concretamente de panexina-1 
[108] (Fig. 7).  
Figura 7. Mecanismo de acción de tenofovir en la célula. Para su activación, tenofovir es fosforilado en 
el interior celular. Las enzimas que catalizan las etapas de fosforilación son adenilato quinasas (AK2 y 
AK4) y nucleótido difosfato quinasas (NME1 y NME2). El transportador de aniones orgánicos 1 (OAT1) y 
el transportador de aniones orgánicos 3 (OAT3) son los principales transportadores involucrados en el 
mecanismo de activación de tenofovir. En las células infectadas por el virus, el tenofovir difosfato inhibe 
la actividad de la transcriptasa inversa del VIH-1 compitiendo con su nucleótido natural 
(desoxiadenosina 5'-trifosfato), para su incorporación en el ADN viral recién sintetizado. Una vez 






 2.4. Transportadores de adenosina y su bloqueo mediado por dipiridamol. 
 La adenosina se sintetiza a partir de ATP, tanto en el espacio intracelular como en el 
extracelular [108]. La molécula se transporta hacia el espacio extracelular a través de 
transportadores de nucleósidos de membrana que también median la captación de adenosina 
del espacio extracelular. La enzima adenosina quinasa (AK) transforma la adenosina en ATP, 
mientras que la adenosina desaminasa (ADA) desamina la adenosina en inosina. La formación 
extracelular de adenosina es el resultado de una cascada enzimática que consta de ecto-
enzimas, CD39 y CD73 (Fig. 8). 
 En la membrana celular existen transportadores de nucleósidos, de concentración y de 
equilibrio (CNT y ENT, respectivamente) (Tabla 1), codificadas por las familias de genes SLC28 y 
SLC29. Una de las principales funciones de estos transportadores es la captación de 
nucleósidos naturales y una variedad de fármacos derivados de nucleósidos, utilizados 
principalmente en la terapia contra el cáncer. 
 
SUBTIPO SUBSTRATO PREDOMINANTE 
CNT (SLC28)  CNT1 Nucleósidos pirimidínicos  
 
CNT2 Nucleósidos purínicos, uridina  
 
CNT3 Nucleósidos pirimidínicos y purínicos  
 
ENT(SLC29)  ENT1 Adenosina y nucleósidos pirimidínicos y purínicos   
 
ENT2 Adenosina y nucleósidos pirimidínicos y purínicos   
 
ENT3 Adenosina y nucleósidos pirimidínicos y purínicos   
 
ENT4 Adenosina  
Tabla 1. Clasificación de los transportadores CNT y ENT, y sus principales substratos. (Boswell-Casteel 
et al. 2017, Nucleosides, nucleotides and nucleic acids). 
 
  Las proteínas CNT y ENT se localizan principalmente en el lado apical y basolateral, 
respectivamente, en epitelios re-absorbentes. Esta distribución anatómica determina el flujo 
vectorial derivado de nucleótidos y nucleósidos. La expresión de CNT (particularmente CNT2) 
está asociada con la diferenciación y también está regulada nutricionalmente en los epitelios 
intestinales, mientras que las cantidades de proteína ENT (principalmente ENT1) se 
incrementan cuando las células están expuestas a estímulos proliferativos como EGF, TGF-α o 




transportadores sensibles a las concentraciones del inhibidor nitrobenciltioinosina (NBTI) y los 
que no se vieron afectados por este inhibidor o lo hicieron a concentraciones más altas (µM o 
más altas) [110]. Además también se conoce que la actividad de estos transportadores es 
dependiente del pH del medio, siendo especialmente estimulados a pH ácido [111]. 
 En el laboratorio hemos demostrado que el bloqueo de los transportadores ENT1 por 
dipiridamol (Fig. 8), farmacológicamente utilizado como inhibidor de la agregación plaquetaria 
por su acción inhibitoria sobre fosfodiesterasa; produce la inhibición del transporte de 
adenosina al interior celular. De esta manera, disminuye la resorción ósea, favoreciéndose la 
formación de hueso nuevo, a través de un mecanismo dependiente de A2AR [112]. Igualmente, 
se ha comprobado que ticagrelor, otro antiagregante plaquetario empleado para la trombosis 
arterial, fue capaz de bloquear el transportador ENT1 de adenosina, produciendo un aumento 








Figura 8. Efecto de dipiridamol en la regulación purinérgica y el aumento de la adenosina extracelular. 
El inhibidor no selectivo de ENT1/ENT2 dipiridamol estimula el aumento de AMPc a través de la 
inhibición de la fosfodiesterasa y la activación de A2AR por un aumento de adenosina extracelular 
secundario a la inhibición del transportador. 
 
 2.5. Receptores purinérgicos de adenosina. 
 Como mencionamos en el apartado anterior, la adenosina se genera tanto 
intracelularmente como extracelularmente, como producto de la hidrólisis de los nucleótidos 
de adenina. Su acción en la célula radica en la activación de receptores específicos acoplados a 
proteínas G [114]. Los receptores P1 de adenosina se clasifican en 4 tipos: A1, A2A, A2B y A3 (Fig. 
9) distribuidos heterogéneamente en los diversos órganos y tejidos, desempeñando diversas 








trastornos del sueño, trastornos inmunitarios e inflamatorios y cáncer [114]. Son receptores 
acoplados a proteínas G, compuestos por siete dominios trans-membrana de unos 21-28 
residuos de aminoácidos formando una α-hélice entre los extremos N-terminal extracelular y 
C-terminal intracelular. Las hélices trans-membrana se unen entre sí a la vez por residuos 
hidrofóbicos de igual tamaño. Los receptores A1 y A2 fueron descritos inicialmente en 1979 por 
van Calker y colaboradores [115] en sus estudios en cultivos celulares de neuronas donde 
comprobaron que los receptores activaban (en el caso de A2) e inhibían (en el caso de A1) la 
actividad adenilato ciclasa. Los receptores A2 por su parte se subdividen en dos: A2A y A2B. 
Ambos se diferencian en la capacidad de activar la adenilato ciclasa vía sitios de unión de alta o 
baja afinidad y en los perfiles farmacológicos [116].  
  Los receptores A1 y A2A poseen una alta afinidad por la adenosina, mientras que el A2B 
y el A3 muestran una afinidad relativamente menor por la adenosina, por lo que su regulación 
en los diferentes tejidos y órganos es dosis dependiente. A su vez, los niveles basales de 
estimulación de los cuatro subtipos por el agonista endógeno difieren entre sí [114, 117]. 
Fuera de la célula, nuevamente hay degradación metabólica del ATP a la adenosina, que activa 
uno de los cuatro receptores de adenosina. Una vez que los receptores se activan, hay un 
acoplamiento positivo (A2AR, A2BR) o negativo (A1R y A3R) a adenilato ciclasa (AC) con la 
correspondiente activación o inhibición de AMPc, que activa de forma diferencial PKA 









Figura 9. Esquema que muestra la síntesis y degradación de adenosina y sus receptores en la célula. 
AC: adenil ciclasa; ADA: adenosín deaminasa; ADK: adenosín quinasa; AMP: adenosín monofosfato; ATP: 
adenosín trifosfato; CNT: transportadores de nucleósidos concentrativos; ENTs: transportadores de 








  2.5.1. Receptor A2A de adenosina y su implicación en la 
osteoclastogénesis. 
 La activación de A2AR inhibe la función y diferenciación de los osteoclastos. Se ha 
demostrado que el uso de inhibidores o la eliminación de A2AR anula la estimulación de la 
osteoclastogénesis in vitro, además se comprobó por densitometría (DEXA) y microCT que los 
ratones deficientes en A2AR tienen una marcada reducción de la densidad ósea, con un 
marcado aumento en el número y función de los osteoclastos [118]. Además, en trabajos 
realizados por Mediero y colaboradores se observó que la estimulación del receptor A2A 
produjo un incremento de la actividad de cAMP y PKA, inhibiéndose la maduración de los 
osteoclastos [119]. Así mismo, la estimulación del A2AR inhibió la translocación nuclear de 
p50/p105 NFκB y activó ERK1/2 por un mecanismo dependiente de PKA. Paralelamente, se 
demostró que la activación de A2AR es capaz de inhibir la secreción de citoquinas 
proinflamatorias como IL-1β y TNF-α por los osteoclastos [118].   
 Los efectos inhibitorios de A2AR sobre la diferenciación de osteoclastos, también 
pueden tener una gran importancia terapéutica. Mediero y colaboradores propusieron otro 
papel importante in vivo para la activación de A2AR en osteoclastos. En un modelo de osteólisis 
inflamatoria inducida con partículas, se demostró que los agonistas A2AR reducían la erosión y 
pérdida de hueso al disminuir la inflamación y el número de osteoclastos [120]. Además, se 
conoce que la adenosina media en los efectos antiinflamatorios de metotrexato [121]. La 
capacidad de metotrexato para inhibir la formación de osteoclastos y estimular la reabsorción 
ósea en pacientes con artritis reumatoide (AR) puede estar mediada por la adenosina, a través 
de la estimulación de A2AR y la inhibición de la secreción de TNF-α e IL-1β [118]. Consistente 
con esta hipótesis Mazzon y colaboradores demostraron que la adenosina, actuando a través 
del A2AR, podría reducir la resorción ósea en un modelo de ratón de artritis reumatoide (AR) 
[122]. 
   
  2.5.2. Receptor A2A de adenosina y su implicación en la 
osteoblastogénesis. 
 Estudios realizados por Russell y colaboradores [123] demostraron que en un modelo 
inflamatorio in vitro en la línea celular osteoblástica MG63, la inhibición producida por 
adenosina de la secreción de IL-6 inducida por lipopolisacárido, se debió a la activación de la 




que la adenosina, actuando a través de A2AR, juega un papel crítico promoviendo la 
proliferación de osteoblastos derivados de médula ósea de ratón [124]. Finalmente, se 
demostró que A2AR está regulado al alza en la diferenciación de osteoblastos y aumenta la 
actividad fosfatasa alcalina [125]. Además, la adenosina modula la viabilidad celular en la línea 
celular de osteoblastos MC3T3 en respuesta al daño oxidativo por peróxido de hidrógeno 
(H2O2) [126]. Tanto A1R como la activación de A2AR aumentan significativamente la viabilidad 
celular y también protege contra el daño oxidativo [126].  
 Por otro lado, se ha comprobado que la activación de A2AR por agonistas aumenta el 
número de osteoblastos in vivo [120, 126-128] y que su eliminación, revierte tal efecto 
produciendo daños deletéreos óseos [118, 120, 129]. En este sentido, Mediero y 
colaboradores demostraron que la activación de A2AR por dipiridamol (de forma indirecta) y 
por su agonista CGS21680 estimuló la expresión de marcadores importante para la 
diferenciación de osteoblastos in vivo; así como un aumento del número de osteoblastos y 
regeneración en la lesión inducida en la calvaria de los ratones [128]. Estos efectos se 
igualaron a los vistos con la proteína morfogénica ósea de tipo 2 (BMP-2, proteína usada 
habitualmente para la regeneración ósea en cirugía ortopédica y traumatología), incluso 
siendo mayor el potencial osteogénico con dipiridamol en comparación con BMP-2. En cambio, 
en ratones a los que se le deleccionó el A2AR, ni CGS21680 ni dipiridamol mejoraron la 
regeneración ósea descrita anteriormente [128]. Adicionalmente, Ishack y colaboradores 
demostraron la capacidad de regeneración ósea en modelos murinos de calvaria al revestir 
implantes sintéticos de fosfato tricálcico/hidroxiapatita con dipiridamol [129]. En este caso se 
observó que dipiridamol se liberaba de forma constante del implante y se producía un 
incremento en la formación ósea similar a la conseguida por BMP-2, pero sin el crecimiento 
ectópico de hueso promovido por esta última [129]. En consonancia con lo descrito, un trabajo 
realizado por Mediero y colaboradores demostró que, no sólo dipiridamol y CGS21680 son 
capaces de estimular la diferenciación de osteoblastos a través de A2AR, sino que; ticagrelor 
también potenció la diferenciación y función de los osteoblastos en un modelo de calvaria 
murina [113]. De igual modo que ocurría para dipiridamol, la delección de A2AR produjo la 
desaparición del estímulo osteogénico [113]. Además, recientes estudios tanto en modelos de 
calvaria murinos, como en modelos de lesión mandibular en conejos; han demostrado el 
efecto estimulante de dipiridamol en la regeneración ósea de las lesiones causadas, a través de 
la activación de A2AR [130, 131]. Estos datos indican una importante ventaja terapéutica a 





















1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación 
quiropráctica mediante el dispositivo ActivatorV® en la progresión de la 
artrosis en conejo. 
Se evaluaron los efectos de la MQ en la progresión de la OA en un modelo animal de 
conejo; y se estudiaron posibles mecanismos moleculares implicados en tales efectos. Para 
ello, se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Evaluar el efecto de la MQ en el remodelado óseo a nivel de hueso cortical 
subcondral y trabecular subcondral de tibia.  
2. Estudiar los posibles cambios del sistema RANKL/OPG en el hueso subcondral y 
cartílago asociado a los efectos de la MQ. 
3. Evaluar el daño en cartílago de tibia y fémur, tanto en animales sanos como  
artrósicos sometidos y no a la MQ. 
4. Analizar el efecto de la MQ en la sinovitis asociada a la OA en el modelo: expresión 
de marcadores proinflamatorios, degradación de la matriz extracelular, infiltrado 
celular y angiogénesis/inervación. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo. Estudio de la activación del receptor 
A2A de adenosina como aproximación terapéutica en pacientes con VIH 
tratados con tenofovir. 
 Se estudió el modo en que tenofovir afecta a la diferenciación y función de las células 
óseas alterando el metabolismo de ATP y/o adenosina, y las posibles aproximaciones 
terapéuticas a través de la activación del A2AR de adenosina. Se plantearon los siguientes 
objetivos: 
1. Caracterizar el efecto directo de tenofovir y su posible regulación tras la activación 
de A2AR de adenosina en la diferenciación de osteoclastos y osteoblastos in vitro, así 
como las vías de señalización intracelular involucradas. 
2. Caracterizar el efecto de tenofovir in vivo en ratones C57BL/6 macho sanos y en un 
modelo de OP (ratonas C57BL/6 ovariectomizadas). Estudio de la activación del A2AR 
de adenosina como una posible aproximación farmacológica para la osteopenia 
producida por el VIH. 
3. Estudiar los cambios en marcadores óseos producidos por  tenofovir en pacientes 
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1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación 
quiropráctica mediante el dispositivo ActivatorV® en la progresión de la 
artrosis en conejo. 
 
 1.1. MATERIAL Y REACTIVOS 
• Xilacina: (Rompun, Bayer, Kiel, Alemania). 
• Ketamina: (Ketolar, Pfizer, Hameln, Alemania). 
• Tiopental: (Tiobarbital, Braun medical S.A. Barcelona, España). 
• Acetato de sodio, ácido acético glacial, tartrato de sodio, Triton X-100, ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), hematoxilina, eosina, reactivo de tinción azul de 
toluidina: Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, EE.UU.).  
• Kit de cuantificación de proteínas con ASB: Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, 
EE.UU.). 
• Kit de extracción de ARN total E.Z.N.A.: Omega Bio-Tek (VWR International, Norcross, 
GA, EE. UU.). 
• Kit de PCR MuLV transcriptasa inversa, inhibidor de ARNasa, hexámeros aleatorios, 
MgCl2, PCR buffer II, y dNTPs, Power UP SYBR Green MasterMix: Applied Biosystems 
(Foster City, CA, EE. UU.). 
• DPX (Di-N-Butilftalato xileno): VWR International (Lovaina, Bélgica). 
• Sal disódica fosfato de naphtol AS MX, reactivo de tinción verde rápido (Fast Green), 
sal de tinción fast red violet LB, tampón para extracción de proteinas RIPA, cóctel 
inhibidor de proteasas,  cóctel inhibidor de fosfatasa: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
EE.UU.). 
• Software Quantity One, kit de membranas de nitrocelulosa, almohadillas y buffer de 
transferencia: BioRad (Berkeley, CA, EE.UU.). 
• Anticuerpos secundarios de conejo y ratón HRP de hospedador caprino: GE 
Healthcare (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EE.UU.). 
• Anticuerpo secundario biotinilado para conejo y ratón IgG: Amersham (Arlington 
Heights, IL, EE.UU.). 
• Anticuerpos primarios para RANKL (ligando de receptor activador para el factor 
nuclear κ B), osteoprotegerina (OPG), fosfatasa alcalina (FA), COX-2 (ciclooxigenasa 
2), MMP-3 (metaloproteinasa 3), colágeno VI, β-actina y Netrina-1: Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, TX, EE.UU.).  
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• Anticuerpos primarios para CD31, VEGF-164 (factor de crecimiento endotelio-
vascular 164), colágeno X, MMP-13 y Semaforina 3A: Abcam (Cambridge, Reino 
Unido). 
• Anticuerpos primarios para IL-1β, TNF-α: Cloud-Clone Corporation (Houston, TX, EE. 
UU.). 
• Suero bovino fetal (SBF): Invitrogen (Life Technologies, Grand Island, NY, EE. UU.). 
• Tetrahidroclorato de  3,3 diaminobencidina y anticuerpo primario para RAM-11: 
Dako (Camarillo, CA, EE.UU.). 
• Luminata CrescendoTM Western HRP Detection: Merck Millipore (Billerica, MA, EE.UU.) 
• Conejos: Granja San Bernardo (Pamplona, España). 
• microCT de alta resolución GE eXplore Locus lCT, software MicroView Advanced Bone 
Analysis Plus, Amersham Imager 600: GE Healthcare (Londres, Reino Unido). 
• ActivatorV®: Activator Methods International (Phoenix, AZ, EE.UU.). 
• Micrótomo Leica HM 325 Rotary Microtome, microscopio Leica DMD108, software 
Leica LAS EZ: Leica Microsystems Inc. (Buffalo Grove, Illinois, EE.UU.). 
• Escáner Coreo Iscan Au: Ventana Medical Systems (Tucson, AZ, EE. UU.). 
• Software ImageJ: NIH (Bethesda, MD, EE. UU.). 
• GraphPadPrism V 5.01: GraphPad (La Jolla, CA, EE.UU.). 
 
 
 1.2. ANIMALES  
 La experimentación fue aprobada por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de 
Animales del IIS-Fundación Jiménez Díaz y la Conserjería de Agricultura y Pesca de la 
Comunidad de Madrid, con número PROEX 135/16; y de acuerdo con las directrices de la 
Unión Europea para disminuir el dolor animal. Trece conejos macho Nueva Zelanda, de entre 
12-13 semanas de edad (Granja San Bernardo; Pamplona, España), fueron incluidos en el 
estudio. Los conejos se colocaron en jaulas individuales en condiciones estándar (temperatura 
ambiente 20 ± 0,5°C, humedad relativa 55 ± 5% e iluminación con un fotoperiodo de 12 h / 12 




  MATERIALES Y MÉTODOS 
71 
 
 1.3. MODELO EXPERIMENTAL DE ARTROSIS EN CONEJOS 
 Después de 2 semanas de adaptación a las condiciones de estabulación y las  
instalaciones, se indujo la OA en ambas rodillas en 10 de los 13 conejos del estudio. Para ello 
se llevó a cabo la sección del ligamento cruzado anterior y por consiguiente, la 
desestabilización de la articulación, siguiendo el protocolo quirúrgico estandarizado [132]. Los 
3 conejos restantes se utilizaron como controles sanos. La cirugía se realizó siempre bajo 
anestesia general por administración intramuscular de 20 mg/ml de xilacina  y 50 mg/ml de 
ketamina.  
 Una vez realizada la operación, los conejos guardaron reposo durante 2 semanas para 
iniciar la MQ con ActivatorV® (Fig. 10 A). La manipulación se realizó con un único pulso con 
una precarga de 3,71 kg/m, aplicada sobre el tubérculo tibial de la extremidad posterior 
derecha del conejo en un ángulo de 90° de medial a lateral con una fuerza de 0,3 kgm2/s2 [72]. 
De forma paralela, la extremidad posterior izquierda recibió una “falsa” manipulación que 
consistió en un pulso al aire de ActivatorV® y posterior apoyo en el tubérculo tibial (Fig. 10 B). 
 
Figura 10. Manipulación quiropráctica realizada con ActivatorV® en conejos artrósicos. (A) Verdadera 
manipulacion en la extremidad derecha de los conejos artrósicos (OAVM). Se señala la posición de 
ActivatorV® en la manipulación (flecha roja). (B) Falsa manipulacion realizada en la extremidad 
izquierda de los conejos artrósicos (OAFM). 
 
 El estímulo mecánico se repitió tres veces por semana durante 8 semanas (Fig. 11). 
Finalmente, los animales se sacrificaron mediante una inyección intracardiaca de pentobarbital 
(50 mg/kg, tiobarbital). Los huesos largos (tibia y fémur) y membranas sinoviales se extrajeron 
para su análisis histológico e histomorfométrico (en el caso de los huesos largos). 
 




Figura 11. Cronograma del modelo de OA en conejo y de la manipulación quiropráctica realizada. Diez 
conejos se intervinieron quirúrgicamente para inducirles la OA por disección del ligamento cruzado 
anterior en ambas rodillas, previa anestesia del animal. Tras dos semanas de reposo, se comenzó con la 
MQ durante 8 semanas (1 impulso, 3 veces por semana en la articulación derecha, dejando la izquierda 
como control de falsa manipulación). Los 3 animales restantes se usaron como controles sanos.  
 
  1.3.1. Análisis de la micro-arquitectura estructural del hueso mediante 
microtomografía computarizada (microCT). 
 Para estudiar la micro-arquitectura del hueso, las tibias derecha (verdadera MQ) e 
izquierda (falsa MQ) de los conejos se escanearon utilizando un sistema de microtomografía 
computarizada (microCT) de alta resolución. Los ajustes del equipo de escaneo fueron los 
siguientes: 80 kV de energía y 450 µA de corriente. La adquisición de imágenes consistió en 
400 proyecciones recopiladas en una rotación completa del soporte de la muestra. Los datos 
en bruto resultantes se reconstruyeron utilizando un algoritmo de proyección filtrada hasta 
una imagen final con una resolución de 45 µm en las tres dimensiones espaciales. Se 
analizaron imágenes obtenidas con un tamaño de vóxel isotrópico de 46 µm y 0,5 mm2. Para el 
hueso cortical subcondral, las regiones de interés analizadas comenzaron en la zona más 
externa de hueso cortical subcondral de la tibia hasta que empezaron a aparecer las primeras 
trabéculas, aproximadamente 20 secciones en todas las muestras. Inicialmente se analizó la 
placa tibial total y posteriormente se discriminaron las placas tibiales internas y externas. Para 
el hueso trabecular subcondral se eligió una región característica en la parte postero-lateral 
medial del hueso trabecular subcondral [133]. Las imágenes reconstruidas de hueso cortical 
subcondral y trabecular subcondral se analizaron utilizando el software MicroView versión 2.2 
con Advanced Bone Analysis Plus. Se analizó tanto densidad mineral ósea (DMO) y contenido 
mineral óseo (CMO), como los siguientes parámetros trabeculares: volumen óseo/volumen de 
tejido (BV/TV), grosor trabecular (Tb. Th), número trabecular (Tb. N) y separación trabecular 
(Tb. S). 
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  1.3.2. Estudio histológico de marcadores de remodelado óseo en tibias 
de conejos sanos y artrósicos (verdadera y falsa manipulación). 
INMUNOHISTOQUÍMICA PARA RANKL, OPG Y FOSFATASA ALCALINA (FA). 
 Las tibias extraídas, se fijaron en formaldehido al 4% y posteriormente se procedió a su 
descalcificación con EDTA 10% a pH 7,7, durante 16 semanas. Una vez se comprobó que el 
tejido estaba correctamente descalcificado y se podía cortar con facilidad, se fueron haciendo 
cortes en el plano sagital a lo largo de la porción central de la placa tibial (dividimos el hueso 
en dos porciones exactamente idénticas en su plano sagital). Tras procesar el tejido y una vez 
cortado, se incluyó en parafina. Se realizaron secciones de 5 µm con micrótomo rotatorio Leica 
HM 325. Se analizó la expresión en hueso subcondral y cartílago de tres moléculas claves en el 
proceso resortivo: RANKL, OPG y FA (1:200). El anticuerpo primario se detectó, en el caso de 
RANKL y FA, con secundario IgG anti-ratón biotinilado de cabra (1:200) e IgG anti-conejo 
biotinilado de cabra (1:200) en el caso de OPG. Posteriormente, se visualizó la expresión de la 
proteína con el conjugado ABComplex y usando tetrahidrocloruro de 3,3 diaminobenzidina 
como cromógeno. Los tejidos se tiñeron con hematoxilina para hacer contraste y se montaron 
en medio DPX. El análisis de expresión se realizó con el software ImageJ, previo escaneo de los 
portaobjetos con el escáner Coreo Iscan Au. Para cuantificar cada una de las muestras 
analizadas, se tomó el porcentaje de área positiva marcada por el anticuerpo con respecto al 
área total seleccionada. Se utilizaron como controles negativos los cortes histológicos a los que 
no se le añadió anticuerpo primario y se siguió el protocolo tal cual se describió anteriormente.  
HISTOQUÍMICA PARA MEDICIÓN DE ACTIVIDAD TRAP EN OSTEOCLASTOS. 
El estudio de la actividad de fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP) específica para 
osteoclastos se realizó empleando un protocolo de histoquímica estandarizado en el 
laboratorio: tras la desparafinación, las muestras se incubaron en tampón acetato 0,2 M 
durante 90 minutos y posteriormente se incubaron en un tampón específico para TRAP 
consistente en: acetato 0,1 M, 0,3 M Tartrato sódico, 10 mg/ml de fosfato de naftol AS-MX, 
0,1% Triton X-100, y 0,3 mg/ml de reactivo de tinción fast red violet LB durante 30 minutos; 
para ver la actividad de la fosfatasa ácida resistente a tartrato. Finalmente las muestras se 
sometieron a contraste con el reactivo de tinción Fast Green durante 45 segundos y se 
montaron con medio de montaje DPX, para realizar las respectivas fotografías con microscopio 
electrónico Leica DMD108. Para cuantificar cada una de las muestras analizadas, se tomó el 
número de osteoclastos teñidos por región analizada en cada muestra. 
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  1.3.3. Evaluación del daño en el cartílago de fémur y tibia en conejos 
artrósicos y sanos. 
EVALUACIÓN MACROSCÓPICA DEL CARTÍLAGO FEMORAL 
 Se realizó un análisis cegado macroscópico de todos los cartílagos femorales para 
valorar el daño producido en cuanto a erosión, perdida de tejido, presencia de osteofitos y 
aspecto del tejido. La puntuación de los cóndilos femorales osciló de 0 a 3, en orden creciente 
de deterioro (0: aspecto normal, 1: aspecto fibroso y proliferación celular, 2: erosión parcial 
del espesor y fibrilación y 3: erosión completa y presencia de osteofitos). Este análisis 
macroscópico se basó en los estudios realizados previamente por Laverty y colaboradores 
[134]. 
EVALUACIÓN MICROSCÓPICA DEL CARTÍLAGO TIBIAL 
 El análisis histológico de las tibias se llevó a cabo como se describe a continuación. Tras 
procesar el tejido y una vez cortado, se incluyó en parafina. El cartílago se fue cortando en 
secciones de 5 µm con micrótomo rotatorio Leica HM 325 y se tiñó con safranina (se une a los 
proteoglicanos de la matriz extracelular del cartílago) para evaluar el daño del cartílago. Estas 
muestras se evaluaron con ayuda de microscopio electrónico Leica DMD108, siendo cegado en 
cuanto al origen de la muestra y utilizando un sistema estandarizado de puntuación de 
calificación de Mankin modificado en el laboratorio a partir de lo descrito previamente por 
Tiraloche [135]. En su totalidad, esta evaluación histológica incluye cuatro parámetros 
diferentes a valorar con una graduación ascendente en función de la gravedad del daño: 
estructura, tinción de proteoglicanos (safranina), pérdida de condrocitos y formación de 
clonas. Las imágenes se tomaron previo escaneo de los portaobjetos con el equipo Coreo Iscan 
Au.  
  
  1.3.4. Evaluación del daño en la membrana sinovial de los conejos 
artrósicos y sanos. 
 Las membranas sinoviales de ambas rodillas de cada conejo se seccionaron con un 
grosor de 5 µm con micrótomo rotatorio Leica HM 325 y se tiñeron con hematoxilina y eosina. 
La sinovitis se evaluó de acuerdo con la puntuación de Krenn Score con ayuda del microscopio 
electrónico Leica DMD108. Este protocolo de valoración de daño sinovial [136] está 
ampliamente estandarizado en la bibliografía y consiste en estudiar y valorar la sinovial 
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atendiendo a: la hiperplasia del revestimiento sinovial, la activación del estroma relacionado 
con la fibrosis y la infiltración de tejidos. Cada ítem fue evaluado de forma cegada utilizando 
una sub-escala de 0-3 puntos, donde 0 indicó ausencia, 1 daño leve, 2 daño intermedio y 3 
evidencia severa de cada uno de los parámetros de sinovitis a analizar, marcados por el Krenn 
Score. La puntuación total se obtuvo de la suma de las calificaciones parciales con una 
puntuación total máxima de 9. Las imágenes se tomaron previo escaneo de los portaobjetos 
con el equipo Coreo Iscan Au.  
 
  1.3.5. Estudio inmunohistológico de detección de células inflamatorias 
y neo-vascularización en la sinovial de los conejos en estudio. 
Para ver los cambios observados en el Krenn Score sinovial, principalmente en cuanto a 
infiltración y vascularización; se identificaron macrófagos utilizando un anticuerpo monoclonal 
anti-conejo específico para RAM-11 (proteína específica de macrófagos alveolares), de acuerdo 
con el protocolo descrito previamente [137]. El anticuerpo se detectó con secundario IgG anti-
ratón biotinilado de cabra (1:200). Posteriormente, se visualizó la expresión de la proteína con 
el conjugado ABComplex y usando tetrahidrocloruro de 3,3 diaminobenzidina como 
cromógeno. Los tejidos se contrastaron con hematoxilina y se montaron en medio DPX. El 
análisis de expresión se realizó con el software ImageJ, previo escaneo de los portaobjetos con 
el escáner Coreo Iscan Au. Para cuantificar cada una de las muestras analizadas se tomaron 5 
áreas aleatorias por portaobjetos y se cuantificó el porcentaje de área positiva marcada por el 
anticuerpo en el total de área seleccionada. Se utilizó como control negativo una muestra a la 
que no se le añadió anticuerpo primario. 
 Para evaluar la neo-vascularización, se llevó a cabo la inmunohistoquímica de CD31 en 
la membrana sinovial, como marcador de células endoteliales vasculares. Se siguió el mismo 
protocolo descrito para la inmunihistoquímica de RAM-11. Seguidamente, se escanearon las 
muestras en el escáner para portaobjetos Coreo Iscan Au y se evaluó la expresión de CD31. 
Para cuantificar cada una de las muestras analizadas, se tomó el porcentaje de área positiva 
marcada por el anticuerpo con respecto al área total seleccionada. Se utilizaron como 
controles negativos los cortes histológicos a los que no se les añadió anticuerpo. 
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  1.3.6. Análisis de expresión proteica de marcadores de inflamación y 
fibrotización en membrana sinovial de conejos sanos y artrósicos (manipulados y no 
manipulados). 
 La extracción de proteína total de las membranas sinoviales se realizó por lisis celular 
en tampón RIPA, complementado con el cóctel inhibidor de proteasas y el cóctel inhibidor de 
fosfatasas. El contenido de proteína se determinó mediante un método estándar a base de 
ácido bicinconínico, utilizando albúmina de suero bovino como estándar. Los extractos de 
proteína sinovial (40 µg para VEGF-164, 40 µg para COL VI y 60 µg para MMP3) se separaron 
en geles de poliacrilamida-SDS al 10% y al 8% (en el caso de colágeno VI) en condiciones 
reductoras. Por otro lado, los extractos de proteínas (25 µg para COX-2, IL-1β y TNF-α) se 
separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 12% y 15%, respectivamente. Después de la 
electroforesis, las muestras se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, seguidas de 
bloqueo con albúmina de suero bovino (ASB) al 3% en Tris-HCl 50 mM, pH 7.6 y NaCl 150 mM 
con Tween-20 al 0,05%. Siguiendo con el protocolo, se procedió a la incubación durante toda 
la noche a 4°C con los anticuerpos primarios: VEGF-164 anti-conejo (1:1000), COL VI anti-
conejo (1:1000), MMP3 anti-conejo (1:1000), IL1-β anti-conejo (1:150), TNF-α anti-conejo 
(1:200) y COX-2 anti-conejo (1:1000). Al día siguiente se procedió al lavado de las membranas 
incubadas con los anticuerpos primarios y se añadió IgG anti-conejo, anti-ratón y anti-cobaya, 
respectivamente según correspondía a cada primario, conjugados con peroxidasa como 
anticuerpos secundarios. Tras una hora de incubación a temperatura ambiente, las 
membranas se revelaron mediante escaneo densitométrico utilizando AmershamTM Imager 
600. Como control de carga, se utilizó el anticuerpo anti-β-actina. Las bandas de proteínas se 
identificaron con la aplicación del reactivo quimioluminiscente Luminata CrescendoTM. La 
cuantificación se llevó a cabo con el software Quantity One normalizando con el 
correspondiente control de carga. 
 
  1.3.7. Análisis de expresión proteica de neurotrofinas tras la 
manipulación quiropráctica en las articulaciones de conejos artrósicos. 
 Los extractos de proteína sinovial (40 µg para Sema 3A y Netrina-1) se separaron en 
geles de poliacrilamida-SDS al 10% en condiciones reductoras. Después de la electroforesis, las 
muestras se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, seguidas de bloqueo con ASB al 3% 
en Tris-HCl 50 mM, pH 7,6 y NaCl 150 mM con Tween-20 al 0,05%. Siguiendo con el protocolo, 
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procedimos a la incubación durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario: Sema 3A y 
Netrina-1 anti-conejo (1:1000). Al día siguiente se procedió al lavado de las membranas 
incubadas con los anticuerpos primarios y se añadió IgG anti-conejo al anticuerpo primario, 
conjugado con peroxidasa como anticuerpo secundario. Tras una hora de incubación a 
temperatura ambiente, realizamos el revelado de las membranas. Como control de carga, se 
utilizó el anticuerpo anti-β-actina (1:1000). Las bandas de proteínas se identificaron analizaron 
mediante escaneo densitométrico utilizando AmershamTM Imager 600, con la aplicación del 
reactivo Luminata CrescendoTM Western HRP Detection. 
 
  1.3.8. Análisis de expresión génica de Sema 3A tras la manipulación 
quiropráctica en las articulaciones de conejos artrósicos. 
 Para el análisis de expresión génica, el ARN total se extrajo utilizando kit de extracción 
de ARN total E.Z.N.A siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez extraído, el ARN total se 
retrotranscribió utilizando el kit de PCR MuLV transcriptasa inversa en concentración de 2,5 
U/µl, incluyendo en la reacción los siguientes reactivos: inhibidor de ARNasa 1U/µl, hexámeros 
aleatorios 2,5 U/µl, MgCl2 5 mM, PCR buffer II 1X, y dNTPs 1mM. La cuantificación relativa de 
la expresión génica fue realizada utilizando RT-PCR en tiempo real con Step One Plus y 
empleando Power UP SYBR Green MasterMix según el protocolo del fabricante. Los primers 
utilizados en la amplificación por PCR en tiempo real se detallan en la tabla 2. Se utilizó el 






Tabla 2. Secuencias de primers SYBR Green® usadas en los estudios de expresión génica de Sema 3A 
en las membranas sinoviales de los conejos en estudio. Parejas de primers para Sema 3A y GADPH 
como control endógeno. 
 
 
GEN SECUENCIA DE LOS PRIMERS 
SEMA 3A  Pareja 1 
Fw: CCCAGCCATTAAACCTTCAG  
Rv:  CCGCTCTGCAAATGTGATTA 
Pareja 2 
Fw: GCAGCACCATCTGGAGAAGT  
Rv:  TGAGCATGCAGAGGTATTGC 
 
GAPDH Fw: ACAGTTGCCATGTAGACC 
Rv:  TTTTTGGTTGAGCACAGG 
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 1.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Los resultados se expresaron como media ± σ. Se empleó la prueba no paramétrica 
Kruskal-Wallis con una corrección post-hoc para (el procedimiento de Dunn) para las 
comparaciones entre múltiples grupos, y la prueba de la U de Mann-Whitney para las 
comparaciones entre dos grupos. Cada extremidad se analizó como una muestra 
independiente para los estudios histológicos. Una p<0,05 se consideró como significativo. El 
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2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo. Estudio de la activación del receptor 
A2A de adenosina como aproximación terapéutica en pacientes con VIH 
tratados con tenofovir. 
 
 2.1. MATERIAL Y REACTIVOS 
• Tenofovir: Sequoia Research Products (Carbosynth Limited, Berkshire, Reino Unido).  
• Péptidos recombinantes murinos M-CSF (Factor Estimulante de colonias de 
macrófagos) y RANKL: R&D Systems (Minneapolis, MN, EE.UU.).  
• Xilacina: (Rompun, Bayer, Kiel, Alemania). 
• Ketamina: (Ketolar, Pfizer, Hameln, Alemania). 
• Medio de cultivo esencial modificado para osteoblastos y osteoclastos (α-MEM), 
suero bovino fetal (SBF), penicilina/estreptomicina, anticuerpo anti-faloidina 
marcado con fluoróforo Alexa Fluor 555, anticuerpos secundarios anti-ratón y anti-
conejo marcados con FITC (isocianato de fluoresceína): Invitrogen (Life Technologies, 
Grand Island, NY, EE. UU.).  
• Dipiridamol, sal disódica fosfato de naphtol AS MX, reactivo de tinción Fast Green, 
sal de tinción Fast Red Violet LB, cetilperidinio, tampón de ensayo de radio-
inmunoprecipitación, tampón para extracción de proteinas RIPA, cóctel inhibidor de 
proteasas, cóctel inhibidor de fosfatasas, calceína, reactivo de tinción rojo de 
alizarina, tetraborato de sodio, medio de montaje fluoroshield con DAPI para 
inmunofluorescencia, glutaraldehído, trihidrato de cacodilato sódico, ácido 
ascórbico, dexametasona, β-glicerofosfato: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 
• Acetato de sodio, ácido acético glacial, tartrato de sodio, Triton X-100, ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), hematoxilina, eosina, reactivo de tinción azul de 
toluidina, tinción tricrómica de Masson: Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, EE.UU.).  
• Kit de ASB para cuantificación de proteínas, cámara de cultivo sobre portaobjetos 
(Lab-Tek II chamber slide, 8 pocillos) y kit de extracción de proteínas 
citoplasma/núcleo (NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents), kit 
A22066 para cuantificación de ATP, medio de congelación NEG-OCT: ThermoFisher 
Scientific (Rockford, IL, EE.UU.). 
• Anticuerpos secundarios de conejo y ratón HRP de hospedador caprino, Amersham 
Imager 600: GE Healthcare (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EE.UU.). 
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• Anticuerpos primarios para pERK1/2, ERK1/2, p-p38, p38, pJNK, JNK, β-catenina 
total, p-Ser552-βcatenina y non-p-βcatenina (Ser33/37/Thr41), p50/p105 NFƙB, IkBα 
y p- IkBα: Cell Signaling (Werfen, L’Hospitalet de Llobregat, España).  
• Anticuerpos primarios para β-actina, histona H3, catepsina K, CD68, RANKL, OPG y 
FA: Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EE.UU.).  
• Tetrahidroclorato de  3,3 diaminobencidina: Dako (Camarillo, CA, EE.UU.). 
• Medio de montaje DPX: VWR International (Leuven, Bélgica). 
• Kit de extracción de ARN total E.Z.N.A.: Omega Bio-Tek (VWR International, Norcross, 
GA, EE. UU.). 
• Kit de PCR MuLV transcriptasa inversa, inhibidor de ARNasa, hexámeros aleatorios, 
MgCl2, PCR buffer II, y dNTPs, Power UP SYBR Green MasterMix: Applied Biosystems 
(Foster City, CA, EE. UU.). 
• Software Quantity One, kit de membranas de nitrocelulosa, almohadillas y solución 
tampón de transferencia: BioRad (Berkeley, CA, EE.UU.). 
• Discos de  dentina: Inmunodiagnóstico Systems (Scottsdale, AZ, EE. UU). 
• Luminata CrescendoTM Western HRP Detection, kits MILLIPLEX MAP Magnetic Beads: 
Merck Millipore (Billerica, MA, EE.UU.) 
• Ratones C57Bl/6 WT: Janvier Labs (Laval, France). 
• Ratones C57Bl/6 A2A KO: los ratones fueron donados por el laboratorio del Dr. Bruce 
Cronstein (Facultad de Medicina de la Universidad de New York, NYU Lagone Health, 
NY, EE.UU.). Su procedencia inicial es el laboratorio del Dr. Jiang-Fan Chen (Escuela de 
Medicina de la Universidad de Boston, Boston, MA, EE.UU.). 
• Cauterizador eléctrico: FIAB SpA (Vicchio, Florencia, Italia). 
• Microscopio Leica DMD108, software Leica LAS EZ, Micrótomo HM 325 Rotary 
Microtome, criostato Leica CM1900, microscopio Leica SCN4000: Leica, Microsystems 
Inc. (Buffalo Grove, Illinois, EE.UU.). 
• SigmaScan Pro5: Systat Software (San José, CA, EE. UU.). 
• Microscopio de fluorescencia, software Act1: Nikon (Melville, NY, EE.UU.). 
• ADVIA 2400: Siemens Healthcare S.L.U. (Madrid, España). 
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 2.2. ESTUDIOS IN VITRO EN OSTEOCLASTOS 
  2.2.1. Diferenciación de osteoclastos en cultivo. 
 Se aislaron células de médula ósea murinas (BMC) procedentes de ratones hembra 
(ratonas, a partir de ahora) C57Bl/6 de edad comprendida entre 6-8 semanas siguiendo la 
metodología descrita por Mediero y colaboradores [118]. A modo de resumen: una vez 
diseccionados tanto el fémur como la tibia (manteniendo intactos los cóndilos femorales y 
platos tibiales de la articulación y los cóndilos femorales de unión a la cadera, para conservar 
el interior aséptico) se extrajo la médula de la cavidad ósea al cortar los extremos y lavar por 
perfusión (con jeringa y aguja de 27G en esterilidad) con medio de cultivo α-MEM [que 
contiene 10% de suero bovino fetal (SBF) y 1% de penicilina/estreptomicina, a partir de ahora 
denominado α-MEM completo]. Se incubó toda la noche para separar los precursores 
hematopoyéticos (no adherentes) de los mesenquimales (adherentes). Recogimos los 
precursores hematoyéticos y estos se sembraron a una densidad de 200.000 células/pocillo 
(en placa p48) en medio de cultivo -MEM completo, enriquecido con 30 ng/ml de M-CSF 
durante 2 días para su diferenciación a macrófagos. Al tercer día de cultivo (día 0 de 
diferenciación), se les administró a las células 30 ng/ml de RANKL (junto a los 30 ng/ml de M-
CSF) para inducir diferenciación a osteoclastos y se comenzaron a tratar con tenofovir en dosis 
seriadas (10 µM a 1 nM) solo o en combinación con dipiridamol a dosis seriadas (10 µM a 1 
nM). El medio de cultivo y los tratamientos se cambiaron y administraron, respectivamente, 
cada dos días.  
 Después de la incubación durante 7 días con los correspondientes tratamientos, las 
células se tiñeron para determinar la actividad fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP) y 
cuantificar los osteoclastos maduros presentes. Se contaron como positivas para la tinción 
TRAP aquellas células con 3 o más núcleos. El protocolo seguido es el descrito en el apartado 
1.3.2, incubando las células en el tampón de TRAP durante 10 minutos. Se realizaron 5 
experimentos independientes. 
 
  2.2.2. Determinación de los niveles extracelulares de ATP en el 
sobrenadante de osteoclastos tras el tratamiento con tenofovir. 
 Los niveles de ATP extracelulares se determinaron en células BMCs aisladas como se 
define en el apartado 2.2.1. Las células (200.000 por pocillo en placas p48) se trataron con 30 
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ng/ml M-CSF durante 48h. Posteriormente se trataron con 30ng/ml de RANKL y dosis seriadas 
de tenofovir (10 µM a 1 nM) durante 24 horas. Para cuantificar los niveles de ATP se empleó 
un ensayo bioluminiscente en el cual la generación de ATP es dependiente de la luz acoplada 
luciferasa recombinante y su substrato D-luciferina. Se realizó el experimento siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Todos los ensayos se hicieron por triplicado, utilizando 
probenecid 1mM como control positivo. 
  
  2.2.3. Estudio knockdown de transportadores de ATP y receptor A2A de 
adenosina in vitro.  
 Células RAW264.7 (línea celular de tipo monocito/macrófago, que se originan a partir 
de la línea celular transformada por el virus de la leucemia de Abelson derivada de ratones 
BALB/c) fueron sembradas en placa a una confluencia de 15.000 células/ml. Tras 24 horas, las 
células fueron tratadas con bromuro de hexadimetrina (4 mg/mL) y 108 partículas de 
transducción lentiviral correspondiente a panexina-1 (SHCLNV-NM_019482), conexina 43 
(SHCLNV-NM_010288.3) y el receptor A2A (SHCLNV-NM_009630) de ratón. Al mismo tiempo, se 
administró puromicina como marcador de selección durante otras 24 horas para permitir la 
transfección. Tras este periodo, se reemplazaron los medios con α-MEM completo enriquecido 
con puromicina (1 mg/ml), cambiándose el medio cada 3 días hasta el final del procedimiento. 
Una vez formados los clones, se aislaron y expandieron hasta confluencia. Se utilizó un 
scrambled shRNA (SHC002V) como control. En todos los casos, las células se mantuvieron en la 
estufa de cultivos a 37 ͦC, 5% CO2 y 95% de humedad.  
 Para ensayar la diferenciación de osteoclastos, se sembraron 200.000 células 
transfectadas/pocillo (placa 48 pocillos) con medio α-MEM completo con puromicina, y se 
diferenciaron con 50 ng/ml de RANKL durante 4 días en presencia de tenofovir 1 M, 
dipiridamol 1 M y la combinación de ambos en las mismas condiciones descritas en el 
apartado anterior. Se realizó la tinción de TRAP de la misma manera que la descrita en el 
apartado anterior. Se realizaron 3 experimentos independientes. 
 Para ensayar la actividad de resorción ósea, 200.000 células transfectadas/pocillo se 
sembraron en las mismas condiciones que las descritas en el párrafo anterior. Después de 4 
días de diferenciación, se estudió la resorción tiñendo los discos de dentina con el reactivo azul 
de toluidina al 1% en 0,5% de tetraborato sódico, tras fijarlas con 4% de glutaraldehído en 
cacodilato sódico 0,2 M (siguiendo las recomendaciones del fabricante). Los surcos de 
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resorción producidos por los osteoclastos se tiñeron con color azul púrpura característico. Las 
imágenes se tomaron con microscopio Leica DMD108 y digitalizadas con el software Leica LAS 
EZ. En todos los casos, las células se mantuvieron en la estufa de cultivos a 37  ͦC, 5% CO2 y 
95% de humedad. Se realizaron 2 experimentos independientes. 
 
  2.2.4. Estudio de expresión génica de marcadores de remodelado óseo 
en  osteoclastos murinos en presencia/ausencia de tenofovir/dipiridamol mediante 
RT-PCR cuantitativa. 
 Para validar el efecto de tenofovir en la diferenciación de  osteoclastos, estudiamos la 
expresión en estas células de marcadores de remodelado óseo importantes en la regulación 
del metabolismo del hueso. Los marcadores fueron analizados por RT-PCR. Las células fueron 
cultivadas como se describe en el apartado 2.2.1 en presencia de tenofovir 1 M o dipiridamol 
1 M, o en combinación con ambos. Para este estudio se analizaron: catepsina K, NFATc1 







Tabla 3. Secuencias de primers SYBR Green® usadas en los estudios de expresión de marcadores 
óseos.  NFATc1, OPN, RANKL, OPG y GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). 
 
  Las muestras de osteoclastos se recogieron a los 0, 3 y 7 días de diferenciación. El ARN 
total se extrajo utilizando kit de extracción de ARN total E.Z.N.A. siguiendo el protocolo del 
fabricante. Una vez extraído, el ARN total se retrotranscribió utilizando el kit de PCR MuLV 
transcriptasa inversa en concentración de 2,5 U/µl, incluyendo en la reacción los siguientes  
reactivos: inhibidor de ARNasa 1 U/µl, hexámeros aleatorios 2,5 U/µl, MgCl2 5 mM, PCR buffer 
II 1X, y dNTPs 1 mM. La cuantificación relativa de la expresión génica fue realizada utilizando 
GEN SECUENCIA DE LOS PRIMERS 
CATEPSINA K Fw: GCTGAACTCAGGACCTCTGG 
Rv: GAAAAGGGAGGCATGAATGA 
NFATc1 Fw: TCATCCTGTCCAACACCAAA 
Rv: TCACCCTGGTGTTCTTCCTC 
OPN Fw: TCTGATGAGACCGTCACTGC 
Rv: TCTCCTGGCTCTCTTTGGAA 
RANKL Fw: AGCCGAGACTACGGCAAGTA 
Rv: GCGCTCGAAAGTACAGGAAC 
OPG Fw: CTGCCTGGGAAGAAGATCAG 
Rv: TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC 
GAPDH Fw: CTACACTGAGGACCAGGTTGTCT 
Rv: GGTCTGGGATGGAAATTGTG 
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RT-PCR en tiempo real con Step One Plus y empleando Power UP SYBR Green MasterMix según 
el protocolo del fabricante. Los primers utilizados en la amplificación por PCR en tiempo real se 
detallan en la tabla. Se utilizó el método Pfaffl [138] para la cuantificación relativa. Se 
realizaron 5 experimentos independientes. 
 
  2.2.5. Estudio de las rutas de activación de MAPKs y NFƙB en 
presencia/ausencia de tenofovir/dipiridamol en osteoclastos murinos. 
 Los precursores de osteoclastos murinos se trataron con tenofovir 1 M, dipiridamol 1 
M, o una combinación de ambos, en presencia de M-CSF/RANKL (similar al cultivo y 
tratamiento descrito en el apartado 2.2.1). Los tratamientos se realizaron de la siguiente 
manera: se realizó un pre-tratamiento con dipiridamol 30 minutos antes de administrar la 
dosis de tenofovir y, por otro lado, también se realizaron experimentos con pre-tratamiento 
con tenofovir 30 minutos antes del tratamiento con la dosis determinada de dipiridamol. Una 
vez realizados los pre-tratamientos se incubaron las células con tenofovir, dipiridamol y la 
combinación de ambos. Tras el tiempo determinado para la incubación (5´a 30´, 1 hora y 24 
horas post-tratamiento), las células fueron lisadas con tampón de extracción de proteínas 
RIPA. Para la separación proteica de citoplasma y núcleo, las células se levantaron de la placa, 
y en el pellet de células se extrajeron las proteínas del citoplasma y del núcleo utilizando el kit 
NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, siguiendo las instrucciones y protocolo 
del fabricante. Finalmente, se determinó la concentración de proteína utilizando ácido 
bicinconínico y curva patrón estándar de ASB.  
 Una vez cuantificada la proteína, 4 g de la misma fueron sometidos a electroforesis 
en geles SDS-PAGE al 7,5% o 10% y transferidos posteriormente a una membrana de 
nitrocelulosa. Para evitar unión inespecífica de proteínas en la membrana, se bloqueó con 
solución de TBS con 0,05% de Tween-20 y 3% ASB, durante 1 hora a temperatura ambiente. La 
incubación se realizó durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios a la 
concentración siguiente en TBS/Tween-20 0,05% y 3% ASB: pERK 1/2 1:1000, p-p38 1:1000, 
pJNK 1:500, p50/p105 NFƙB 1:5000, IkBα 1:500, p-IkBα 1:500. Al día siguiente, tras 3 lavados 
en TBS/Tween-20 0,05%, las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario anti-
conejo HRP 1:5000 o anti-ratón HRP 1:5000. La visualización y revelado de las bandas de 
proteína por quimioluminiscencia se realizó empleando el equipo Amersham Imager 600 con 
el reactivo quimioluminiscente Luminata CrescendoTM. 
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 El control de carga de estas membranas se realizó revelando ERK1/2 1:1000, p38 
1:1000, JNK o β-actina 1:5000. En el caso de la proteína extraída del núcleo, el control de carga 
se realizó con anticuerpo anti-histona H3, dilución 1:1000.  
 La cuantificación y análisis de expresión se realizó por densitométrica digital con el 
software Quantity One, y haciendo normalización con la intensidad de banda del control de 
carga: ERK1/2, p38, JNK, β-actina, o histona H3, según corresponda. Las variaciones en 
intensidad de expresión fueron determinadas como un porcentaje con respecto al control no 
tratado y expresado como la media ± EEM. Se realizaron 5 experimentos independientes. 
 
 2.3. ESTUDIOS IN VITRO EN OSTEOBLASTOS 
  2.3.1. Diferenciación de osteoblastos. 
 Siguiendo el protocolo descrito para la extracción de médula ósea (apartado 2.2.1), los 
precursores mesenquimales extraídos de células adherentes, se sembraron a una densidad de 
1 x 105 células/cm2 con medio α-MEM completo. Una vez confluentes, las células se trataron 
con medio osteogénico: α-MEM completo enriquecido con dexametasona 1 mM, 50 mg/ml de 
ácido ascórbico y -glicerofosfato 10 mM. Las células fueron tratadas con tenofovir en dosis 
seriadas (10 µM a 1 nM) solo o en combinación con dipiridamol en dosis seriadas (10 µM a 1 
nM). Tras 14 días de cultivo en diferenciación, los osteoblastos ya maduros se tiñeron, previa 
fijación con 4% de formaldehido, con el reactivo colorante rojo de alizarina al 2% durante 45 
minutos. Posteriormente se eluyó el colorante con cetilperidinio al 10% durante 1 hora en 
agitación y se midió la absorbancia a 620 nm. La cuantificación de la tinción se realizó 
utilizando el software SigmaScan Pro5. En todos los experimentos, se añadió DMSO al medio 
de control. Las células se mantuvieron, igualmente, en la estufa de cultivos a 37 ͦC, 5% CO2 y 
95% de humedad. Se realizaron 5 experimentos independientes. 
 
  2.3.2. Estudio de expresión génica de marcadores de remodelado óseo 
en  osteoblastos murinos en presencia/ausencia de tenofovir/dipiridamol mediante 
RT-PCR cuantitativa. 
 Para validar el efecto de tenofovir y dipiridamol en la diferenciación de osteoblastos, 
estudiamos la expresión en estas células de marcadores de remodelado óseo importantes en 
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la regulación del metabolismo del hueso. Los marcadores fueron analizados por RT-PCR 
siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 2.2.4. Las células fueron cultivadas como 
se describe en el apartado 2.3.1 en presencia de tenofovir 1 M o dipiridamol 1 M, o en 
combinación con ambos. Para este estudio se analizaron: RANKL y OPG cuyas secuencias se 
detallan en la Tabla 3. La expresión de estos marcadores se estudió a los 0, 7 y 14 días de 
diferenciación. Se realizaron 5 experimentos independientes. 
 
  2.3.3. Estudio de la activación de β-catenina en presencia/ausencia de 
tenofovir/dipiridamol en osteoblastos murinos. 
 Los precursores mesenquimales murinos se trataron con tenofovir 1 M, dipiridamol 1 
M, o una combinación de ambos, en medio de cultivo osteogénicos (α-MEM completo 
enriquecido con dexametasona 1 mM, 50 mg/ml de ácido ascórbico y -glicerofosfato 10 mM). 
Extraída y cuantificada la proteína como se describe en el apartado 2.2.5, procedimos a 
analizar por western blot la expresión de: β-catenina total, non-p-β-catenina (Ser33/37/Thr41)  
y p-Ser552-β-catenina; todos ellos a dilución 1:1000. La visualización y revelado de las bandas 
de proteína por quimioluminiscencia se realizó empleando el equipo Amersham Imager 600. El 
control de carga de estas membranas se realizó incubando y revelando β-actina a dilución 
1:1000.   
  Las variaciones en intensidad de expresión fueron determinadas como un porcentaje 
con respecto al control no tratado y expresado como la media ± EEM. Se realizaron 5 
experimentos independientes.  
 
  2.3.4. Estudio de translocación al núcleo de β-catenina en osteoblastos 
murinos en presencia/ausencia de tenofovir/dipiridamol. 
 Para identificar la activación y translocación nuclear de β-catenina, los precursores 
mesenquimales de médula ósea se sembraron en sistema de cámara de cultivo sobre 
portaobjetos y se trataron con medio osteogénico (α-MEM completo enriquecido con 
dexametasona 1 mM, 50 mg/ml de ácido ascórbico y -glicerofosfato 10 mM) en presencia de 
tenofovir 1 M y dipiridamol 1 M, o en combinación de ambos. Finalizado el tratamiento (15 
minutos), se procedió a la fijación celular con 4% de formaldehido frío durante 15 minutos a 
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temperatura ambiente. Se lavaron las células dos veces con PBS y un último lavado con 
PBS/ASB 3% y se procedió a bloquear unión inespecífica de anticuerpo con PBS/ASB 3%, Triton 
X-100 0,5% y SBF 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado el bloqueo, se 
incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios: β-catenina total (1:200), 
non-p-β-catenina (Ser33/37/Thr41, 1:200) y p-Ser552-β-catenina (1:200). Para la incubación 
con el anticuerpo secundario, procedimos previamente al lavado de las células con PBS/ASB 
3% e incubamos con el anticuerpo secundario de IgG anti-conejo con el fluoróforo FITC 
acoplado, durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Después de los lavados con 
PBS tras incubar con el secundario, las células se montaron con medio de montaje Fluoroshield 
que incluía el contraste con DAPI. Finalmente, las imágenes fueron observadas bajo 
microscopio de fluorescencia equipado con el software Act1. Se realizaron 5 experimentos 
independientes. 
 
 2.4. EXPERIMENTOS IN VIVO 
  2.4.1. Determinación de la dosis de tenofovir en el modelo animal 
murino. 
 La determinación de la dosis de tenofovir y dipiridamol en los tratamientos del modelo 
animal murino se realizó mediante conversión de la dosis equivalente con respecto a la dosis 
establecida y permitida en pacientes humanos [108, 139]. 
 
  2.4.2. Modelo animal en ratones macho C57Bl/6 wild type y A2AKO. 
 Todos los ensayos experimentales con animales siguieron protocolos aprobados 
cumpliendo con la legislación de protección y uso de animales de experimentación en España. 
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del IIS-Fundación Jiménez Díaz y la 
Consejería de Agricultura y Pesca de la Comunidad de Madrid, con número PROEX 16/078.  
 Los ratones C57Bl/6 macho de 6-8 semanas de edad y sus congéneres A2AKO (A2AKO, 
en adelante) se dividieron en cuatro grupos de estudio: control con solución salina 0,9% (N=10 
para wild type, N=8 para A2AKO), tenofovir 75 mg/kg/día (N=10 para wild type, N=8 para 
A2AKO), dipiridamol 25 mg/kg/día (N=9 para wild type, N=8 para A2AKO), combinación de 
tenofovir 75 mg/kg/día y dipiridamol 25 mg/kg/día (N=9 para wild type, N=8 para A2AKO) (Fig. 
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12). El tratamiento se basó en una inyección diaria de tenofovir por vía subcutánea y 
dipiridamol por vía intraperitoneal durante 4 semanas. Los ratones fueron pesados 
semanalmente hasta su sacrificio. Durante todo el estudio, los animales fueron provistos de 
agua y alimento ad libitum hasta la eutanasia. Transcurridas las 4 semanas de tratamiento, se 
procedió a la eutanasia de los ratones en cámara de CO2. 
 Se diseccionaron los huesos largos (fémur y tibia, manteniendo intacta su estructura) y 
se fijaron con formaldehido al 4% durante 48 horas. Una de las extremidades se destinó para 
realizar estudio de micro-arquitectura ósea mediante microCT y la otra extremidad para 
estudio histológico (cortes en parafina).  
 
Figura 12. Cronograma del modelo animal murino C57Bl/6 macho C57Bl/6 WT y A2AKO. Los ratones se 
trataron diariamente durante 4 semanas con 75 mg/kg/día (vía subcutánea) de tenofovir y 25 mg/kg/día 
(vía intraperitoneal) de dipiridamol. Tras las 4 semanas se extrajeron los huesos largos (fémur-tibia) para 
su análisis. 
 
  2.4.3. Modelo animal en ratonas C57Bl/6 wild type y A2AKO 
ovariectomizadas (OVX). 
 De igual modo, ratonas C57Bl/6 de 10-12 semanas de edad y sus congéneres A2AKO, 
fueron manipuladas quirúrgicamente para realizarles ovariectomías (OVX) con cauterizador 
eléctrico. Las ratonas se dividieron en los cinco siguientes grupos: sham (N=5 para wild type, 
N=4 para A2AKO), control con solución salina 0,9% (N=10 para wild type, N=3 para A2AKO), 
tenofovir 75 mg/kg/día (N=10 para wild type, N=2 para A2AKO), dipiridamol 25 mg/kg/día 
(N=10 para wild type, N=4 para A2AKO), combinación de tenofovir 75 mg/kg/día y dipiridamol 
25 mg/kg/día (N=10 para wild type, N=4 para A2AKO) (Fig. 13). El tratamiento se llevó a cabo de 
manera que administramos una inyección diaria de tenofovir por vía subcutánea y dipiridamol 
por vía intraperitoneal durante 5 semanas. Las ratonas fueron pesadas semanalmente hasta el 
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momento de la eutanasia. Durante todo el estudio los animales fueron provistos de agua y 
alimentos ad libitum hasta la eutanasia. Transcurridas las 5 semanas de tratamiento, las 
ratonas se sometieron a eutanasia en cámara de CO2. Los huesos largos fueron extraídos, 
fijados y preparados para microCT y estudio histológico, al igual que se hizo en el estudio de 
los ratones macho. 
Figura 13. Cronograma modelo animal murino C57Bl/6 hembra (OVX) WT y A2AKO. Las ratonas se 
trataron diariamente durante 5 semanas con 75 mg/kg/día (vía subcutánea) de tenofovir y 25 mg/kg/día 
(vía intraperitoneal) de dipiridamol. Tras las 5 semanas se extrajeron los huesos largos (fémur-tibia) para 
su análisis. 
 
  2.4.4. Análisis de densidad mineral ósea (DMO) en ratones mediante 
desitometría (DEXA). 
 Al finalizar el modelo animal (4 semanas para los machos y 5 para las hembras) Se 
evaluó la DMO (g/cm3) de todo el esqueleto completo de los ratones (tanto machos como 
hembras, wild type y A2AKO) mediante DEXA adaptada al roedor con el equipo PIXImus (Lunar; 
Madison, WI, EE. UU.). El instrumento se calibró antes de cada sesión de escaneo, usando un 
soporte que simulaba el cuerpo y volumen del ratón y con una DMO conocida, de acuerdo con 
las directrices y protocolo del fabricante. Los animales eran anestesiados con 
ketamina/xilacina y colocados en posición prona en la superficie de escaneo para analizar todo 
su esqueleto. 
 
  2.4.5. Análisis de la micro-arquitectura estructural del hueso mediante 
microtomografía computarizada (microCT). 
 Después del sacrificio, y tras fijación del tejido en formaldehido al 4%, unas de las 
extremidades; y más concretamente el fémur, se fijó en etanol al 70% y se prepararon para 
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estudio de microCT como anteriormente documentaron Mediero y colaboradores [140]. Para 
el modelo de ratones macho las muestras se distribuyeron por grupos del siguiente modo: 
modelo wild type (N= 7 control, N= 7 tenofovir, N= 6 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol), 
modelo A2AKO (N= 5 control, N= 6 tenofovir, N= 5 dipiridamol, N= 5 tenofovir + dipiridamol).  
 Por su parte el modelo de ratonas OVX se distribuyó como sigue: modelo wild type (N= 
3 sham, N= 6 control, N= 6 tenofovir, N= 7 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol), modelo 
A2AKO (N= 4 sham, N= 3 control, N= 2 tenofovir, N= 4 dipiridamol, N= 4 tenofovir + 
dipiridamol).  
 Para el análisis morfométrico de la zona media del fémur se utilizó el equipo Skyscan 
1172mCT (NYU School of Dentistry, NY, EE.UU) asignando los siguientes parámetros de 
imagen: 60 kV, 167 uA, tamaño de píxel de 9,7 micrones, matriz de 2000 x 1332, rotación de 
0,3 grados, seis promedios, movimiento de corrección de 10, filtro Al de 0,5 mm. Las imágenes 
fueron reconstruidas utilizando el software Skyscan NRECON (rango de histograma  de 0 a 
0,085, corrección de endurecimiento del haz de 40, suavizado gaussiano (factor 1), anillo de 
corrección de artefactos de 8). Para los correspondientes análisis cuantitativos de parámetros 
óseos tanto corticales como trabeculares, se analizaron secciones transversales de fémur 
utilizando el software CTAn (Skyscan) y posteriormente se reconstruyeron las imágenes en 3D 
con el software CTVox (Skyscan). 
 
  2.4.6. Estudio histológico de marcadores de remodelado óseo en los 
huesos largos de los ratones. 
 Los huesos largos extraídos y destinados para el estudio histológico se fijaron en 
formaldehido al 4% durante 48 horas, seguido de descalcificación en EDTA al 10% durante 4 
semanas e inclusión en parafina. Se realizaron secciones de 5 µm en micrótomo (Leica HM 325 
Rotary Micrótomo; Leica, Microsystems, Inc. Buffalo Grove, Illinois, EE.UU.). Para el modelo de 
ratones macho las muestras se distribuyeron por grupos del siguiente modo: modelo wild type 
(N= 10 control, N= 10 tenofovir, N= 9 dipiridamol, N= 9 tenofovir + dipiridamol); modelo A2AKO 
(N= 8 control, N= 8 tenofovir, N= 8 dipiridamol, N= 8 tenofovir + dipiridamol). Por su parte el 
modelo de ratonas OVX se distribuyó como sigue: modelo wild type (N= 3 sham, N= 6 control, 
N= 6 tenofovir, N= 7 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol), modelo A2AKO (N= 4 sham, N= 
3 control, N= 2 tenofovir, N= 4 dipiridamol, N= 4 tenofovir + dipiridamol). 
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INMUNOFLUORESCENCIA PARA CATEPSINA K, CD68, RANKL, OPG Y FOSFATASA ALCALINA (FA). 
 El análisis por inmunofluorescencia se realizó siguiendo el protocolo habitual que se 
detalla a continuación: las secciones desparafinadas e hidratadas fueron incubada con solución 
de proteinasa K (20 mg/ml en tampón TE, pH 8,0) durante 12 minutos en baño de agua a 37 ° C 
para la recuperación de antígeno. Tras ello, se procedió al bloqueo de la unión no específica 
con PBS/ASB 3% y 0,1% Triton X-100 durante 1 hora. Finalmente se procedió a la incubación 
con los anticuerpos primarios anti-catepsina K en dilución 1:50 y anti-CD68, RANKL, OPG y FA 
en dilución 1:200. Se incubaron durante toda la noche a 4 °C en una cámara de humidificación. 
Al día siguiente, siguiendo el protocolo, se procedió al lavado de los cortes con PBS y 
posteriormente a la incubación con el anticuerpo secundario (anti-conejo y anti-ratón 
conjugado con el fluoróforo FITC a concentración 1:200) durante 1 hora en oscuridad. Los 
portaobjetos se montaron con medio de montaje Fluoroshield/DAPI (Sigma-Aldrich; St. Louis, 
MO, EE.UU.) y se realizaron fotografías en regiones específicas de interés con el microscopio 
de fluorescencia (Nikon) equipado con el software Act1. 
HISTOQUÍMICA PARA MEDICIÓN DE ACTIVIDAD TRAP EN OSTEOCLASTOS. 
La histoquímica para medir la actividad TRAP específica en osteoclastos se realizó 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.3.2. 
  
  2.4.7. Evaluación de la fosfatemia y del grosor del osteoide en los 
ratones wild type. 
 Para estudiar si los ratones padecían de la hipofosfatemia típica vista en pacientes VIH 
provocada por la terapia con tenofovir y para comprobar cómo esta hipofosfatemia podría 
estar afectando al grosor y calidad del osteoide, se estudiaron tanto los niveles de fosforo 
sérico como el grosor de osteoide en los huesos largos de los ratones.  
 Tras el tratamiento y antes de la eutanasia, se extrajo sangre de los ratones (tanto 
machos como hembras OVX wild type). Se procesó el suero de los animales para la medida de 
los niveles de fósforo sérico. Para llevar a cabo este análisis se usó la tecnología del sistema de 
análisis clínicos en cadena ADVIA 2400 (N=5 ratones por grupo para ambos modelos wild type). 
 Por otro lado, los fémures de los ratones macho y ratonas OVX wild type (N=5 ratones 
por grupo para cada tratamiento en ambos modelos) se fijaron en formaldehido al 4% durante 
48 horas y seguidamente se conservaron a 4  ͦC de forma seriada en soluciones al 15% y 30% 
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de sacarosa, durante 24 horas cada una de ellas. Tras el procesamiento en las soluciones de 
sacarosa, los huesos se incluyeron en medio NEG-OCT sometiéndolos a congelación en 
isopentano enfriado con hielo seco, cuidadosamente y de manera progresiva para no dañar el 
tejido. Una vez incluido el tejido, se realizaron secciones de 10 µm en criostato. Los cortes 
histológicos se tiñeron con tinción tricrómica de Masson y se escanearon con microscopio de 
Leica SCN 4000.  
 
 2.5. ESTUDIO PROSPECTIVO EN PACIENTES CON VIH 
  2.5.1. Diseño del estudio, criterios de inclusión y aspectos éticos. 
 Estudio prospectivo realizado en una cohorte de 110 pacientes, menores de 50 años 
(18-50 años de edad), con diagnóstico reciente de VIH (pacientes naïve). Los pacientes fueron 
separados por tratamiento: tenofovir disoproxil fumarato (TDF) (n= 21), tenofovir alafenamida 
(TAF) (n= 22), abacavir (n= 39), inhibidor de la proteasa (n= 12) y pacientes que cambiaron de 
tratamiento durante el estudio (n= 16). El reclutamiento se realizó entre mayo de 2016 y 
septiembre de 2017, en el Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz de Madrid. Todos los 
pacientes firmaron el consentimiento previo antes de ser incluidos en el estudio. Estos 
pacientes fueron observados durante las 48 semanas posteriores al inicio del tratamiento. 
Evaluamos los parámetros inmunológicos y metabólicos óseos en 0, 3 y 12 meses y DEXA al 
inicio del estudio y después de 12 meses de tratamiento. El protocolo fue aprobado por los 
Comités de Ética y de Investigación Clínica del Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz y 
la Declaración de Helsinki. 
 
  2.5.2. Análisis y parámetros de estudio en la cohorte de pacientes. 
 Se evaluaron aspectos epidemiológicos como edad, raza y país de origen. Así mismo, 
se le hizo a los pacientes el correspondiente cuestionario sobre hábitos de estilo de vida como: 
consumo de alcohol, tabaco y drogas, ejercicio y la ingesta de lácteos y suplemento con 
vitamina D; y se calculó el índice de masa corporal (IMC). 
 Para hacer el correspondiente seguimiento del paciente, se les realizó su análisis 
clínico de sangre antes del inicio del tratamiento, a los 3 meses y al año del comienzo de la 
terapia antirretroviral. Se midieron los parámetros bioquímicos y hormonales relacionados con 
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el metabolismo fosfo-cálcico (calcio, fósforo, vitamina D, parathormona, hormona tiroidea, 
osteocalcina, telopéptido carboxilo terminal de colágeno tipo I (CTX) y propéptido amino-
terminal procolágeno tipo 1 (P1NP)) y la función renal. Para estudiar el estado viral del 
paciente, se realizaron los correspondientes análisis de parámetros inmunológicos tales como  
linfocitos CD4+, CD8+ y carga viral de VIH-1. Al inicio del tratamiento y al año se realizaron 
escaneos DEXA de cadera y columna vertebral (absorciometría dual de rayos X). La osteopenia 
y la OP se consideraron de acuerdo con las directrices de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS).  
 
  2.5.3. Medida de marcadores de remodelado óseo en el plasma de 
pacientes VIH: basal, 3 y 12 meses. 
 De la cohorte de 110 pacientes con VIH que reunimos, hicimos estudio en plasma de 
los niveles de osteocalcina, telopéptido carboxilo terminal de colágeno tipo I (CTX) y 
propéptido amino-terminal procolágeno tipo 1 (P1NP). De forma paralela a la analítica de 
bioquímica, se realizó el análisis y estudio de los siguientes parámetros de remodelado óseo: 
DKK-1 (Dickkopf-1), OPG (osteoprotegerina), OPN (osteopontina), SOST (esclerostina), PTH 
(hormona paratiroidea), FGF-23 (factor de crecimiento fibroblástico 23) y RANKL. Para llevar a 
cabo este análisis, utilizamos los kits MILLIPLEX MAP Human Bone Magnetic Bead y los kits 
MILLIPLEX MAP Human RANKL Magnetic Bead-Single Plex. Utilizando las instrucciones del 
fabricante, las muestras de plasma y los estándares y los controles de calidad se analizaron por 
duplicado. Los límites de detección fueron los siguientes: DKK-1, 5 pg/ ml; OPG, 7 pg/ml; OPN, 
98 pg/ml; SOST, 24 pg/ml; PTH, 5 pg/ml; FGF-23, 37 pg/ml y RANKL, 4,88 pg/ml. Los 
coeficientes de variación intra-ensayo para los marcadores óseos estudiados fueron inferiores 
al 10%; Los coeficientes de variación inter-análisis fueron inferiores al 15% para ambos kits 
multiplex. Los kits se analizaron y cuantificaron mediante la tecnología LUMINEX MAGPIX® 
(Illumina Corporation; Austin, TX, EE.UU.). 
 
  2.5.4. Medida de citoquinas pro- y anti-inflamatorias en el plasma de 
pacientes VIH: basal, 3 y 12 meses. 
 De forma paralela, realizamos el estudio de citoquinas pro-inflamatorias [IL-1β, TNF-α, 
IL-8, IL-12 (p70), INFγ (interferón gamma), GM-CSF (factor estimulante de colonias de 
  MATERIALES Y MÉTODOS 
94 
 
granulocitos y macrófagos), IL-6, IL-7, IL-2] y anti-inflamatorias [IL-10, IL-13, IL-4, IL-5] en el 
plasma de los paciente con VIH. Para ello se utilizaron los kits Human High Sensitivity T Cell 
Magnetic Bead. Utilizando las instrucciones del fabricante, las muestras de plasma y los 
estándares y los controles de calidad se analizaron por duplicado. Los límites de detección para 
las citoquinas fueron los siguientes: GM-CSF, 0,6 pg/ml; INFγ, 0,94 pg/ml; IL-10, 0,93 pg/ml; IL-
12 (p70), 0,27 pg/ml; IL-13, 0,34 pg/ml; IL-1β, 0,24 pg/ml; IL-2, 0,30 pg/ml; IL-4, 1,84 pg/ml; IL-
5, 0,22 pg/ml; IL-6, 0,17 pg/ml; IL-7, 0,6 pg/ml; IL-8, 0,25 pg/ml y TNF-α, 0,21 pg/ml. Los 
coeficientes de variación intra-ensayo para el panel de citoquinas estudiadas fueron inferiores 
al 5%; Los coeficientes de variación inter-análisis fueron inferiores al 15%. Los kits se 
analizaron y cuantificaron mediante la tecnología LUMINEX MAGPIX® (Illumina Corporation; 
Austin, TX, EE.UU.). 
 
  2.5.5. Análisis estadístico. 
 Las diferencias estadísticas significativas en los datos entre grupos fueron 
determinadas por método ANOVA de una vía y Bonferroni post-test o prueba de la t de 
Student, según corresponda. Todas las estadísticas fueron calculadas utilizando el software 
GraphPad (GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.). En el caso de los datos de pacientes, estos se 
describen como cambios porcentuales en los diferentes grupos de tratamiento. Los cambios se 
expresan mediante la mediana y los cuartiles (percentiles del 25% y del 75%) y se comparan 





















1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación 
quiropráctica mediante el dispositivo ActivatorV® en la progresión de la 
artrosis en conejo. 
 
 1.1. RESULTADOS IN VIVO. 
  1.1.1. El estímulo mecánico inducido por la manipulación quiropráctica 
(MQ) en la articulación, mejora la pérdida de hueso cortical subcondral relacionada 
con la artrosis en conejos. 
 Durante todo el modelo animal, los conejos se pesaron semanalmente. Se observó que 
los conejos intervenidos quirúrgicamente para generar la OA, sufrieron una pequeña 
disminución de su peso con respecto a los controles sanos (Fig. 14). Esta disminución no fue 
significativa, pero se mantuvo hasta el final del estudio, momento en el cual sí que alcanzó  
significación.  
 
Figura 14. Representación gráfica de la evolución de los pesos de los conejos a lo largo del modelo. 
Una vez por semana, y previo a la realización de la MQ correspondiente, los animales fueron pesados. 
Los valores son media ± σ (n Controles sanos= 3, n OA= 10). * p <0,05 vs OA. Los valores de p se 
obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. 
 
 Para determinar la pérdida mineral ósea que caracteriza la enfermedad de la OA [6], se 
estudió el hueso cortical subcondral en toda la placa tibial mediante microCT (Fig. 15 A-B).  
  





















Figura 15. Imágenes representativas del estudio realizado por microCT en hueso cortical subcondral 
de la placa tibial completa. (A-B) Imágenes representativas de los límites utilizados por el estudio de la 
densidad mineral ósea (DMO) y contenido mineral óseo (CMO), desde la aparición del hueso cortical (A), 
hasta la visualización de las primeras trabéculas (B). (C-D) Representación gráfica de los valores 
correspondientes a la DMO y CMO del análisis completo del plato tibial completo. Los valores son media 
± σ (n Control = 6, n OAFM= 10 y n OAVM = 10). # p <0,05 vs Control ; * p <0,05 vs OAFM. Los valores de 
p se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney.  
 
 En las tibias de conejos artrósicos que recibieron falsa MQ (OAFM, en adelante), la 
DMO fue menor que en los conejos sanos  (Fig. 15 C) (Tabla 4). Sin embargo, cuando se analizó 
la DMO en el grupo de animales que recibieron verdadera MQ (OAVM, en adelante) se 
comprobó que existía un incremento de la DMO con respecto a las extremidades del grupo 
OAFM, sin llegar a recuperarse los valores de DMO del grupo control (Fig. 15 C) (Tabla 4). En 
cuanto al contenido mineral óseo (CMO) se observó el mismo patrón descrito para la DMO 
(Fig. 15 D) (Tabla 4). 
 
 
Tabla 4. Cambios en los parámetros del hueso cortical subcondral en tibia proximal, medidos por 
microCT. Análisis por microCT de las metáfisis de la tibias proximales de conejos sanos y artrósicos 
sometidos a una falsa o verdadera MQ (OAFM o OAVM, respectivamente). Los valores son media ± σ. # 





 Dada la diferente distribución anatómica de la carga mecánica sobre la rodilla en el 
conejo [133], acentuada por el mal alineamiento como consecuencia del desgaste tisular 
producido por la OA [141], quisimos valorar de modo independiente el daño producido por la 
sobrecarga heterogénea a nivel del hueso cortical subcondral en ambos platos tibiales (externo 
e interno) (Fig. 16 A-B).  
Figura 16. Imágenes representativas del estudio realizado por microCT en hueso cortical subcondral 
en placa tibial externa (A) e interna (B). (A-B) Imágenes representativas de los límites utilizados por el 
estudio de la densidad mineral ósea (DMO) y contenido mineral óseo (CMO), desde la aparición del 
hueso cortical (A-B, imagen izquierda), hasta la visualización de las primeras trabéculas (A-B, imagen 
derecha). (C-D) Representación gráfica de los valores correspondientes a la DMO y CMO del análisis 
realizado independientemente en placas tibiales externa e interna. Los valores son media ± σ (n Control 
= 6, n OAFM= 10 y n OAVM = 10). $ p <0,05 vs Control; & p <0,05 vs OAFM plato tibial interno; # p <0,05 
vs OAFM plato tibial externo. Los valores de p se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. Para 
la comparación entre placa tibial externa e interna en una misma muestra se empleó el test de 
Wilconxon.  
 
 En cuanto a la DMO, se observó en ambas placas tibiales (externa e interna), una 
disminución en los conejos artrósicos con respecto a los conejos sanos (Tabla 5), siendo este 




pérdida de DMO en la placa tibial interna con respecto a la externa en este grupo), en 
comparación con las que recibieron la verdadera manipulación (Fig. 16 C) (Tabla 5). El mismo 
fenómeno observado con la DMO se produjo en el caso del CMO. Se comprobó que el CMO se 
redujo significativamente en ambas placas tibiales, especialmente en la placa tibial interna del 
grupo OAFM (Tabla 5).En las tibias del grupo OAVM, hubo una disminución significativa en la 
pérdida de CMO tanto en la placa tibial externa como en la interna, sin llegar en ningún caso a 
recuperar los valores de los animales sanos (Fig. 16 D) (Tabla 5).   
 
Tabla 5. Cambios en los parámetros del hueso cortical subcondral en tibia proximal, medidos 
independientemente en ambas placas tibiales externa e interna por microCT. Análisis por microCT de 
las metáfisis de la tibias proximales de conejos sanos y con OA sometidos a una falsa o verdadera MQ 
(OAFM o OAVM, respectivamente). Los valores son media ± σ. $ p <0,05 vs Control;  * p <0,03 vs  OAFM 
en plato tibial interno; # p <0,05 vs OAFM en plato tibial externo. Los valores de p se obtuvieron usando 
la prueba U de Mann-Whitney. Para la comparación entre placa tibial externa e interna en una misma 
muestra se empleó el test de Wilconxon.  
 
  1.1.2. La MQ mejora la arquitectura ósea del hueso trabecular 
subcondral en la tibia de los conejos artrósicos. 
 Tras los datos obtenidos por microCT de DMO y CMO, el siguiente objetivo fue 
explorar los cambios en la micro-arquitectura ósea asociados a la mejora descrita en el 
apartado anterior en relación con la masa ósea y la MQ. Así, mediante microCT se evaluaron 
varios parámetros del hueso trabecular subcondral en las tibias de los diferentes grupos 
estudiados (Fig. 17 B-G). El análisis del hueso trabecular subcondral se llevó a cabo en una 
región concreta de interés (ROI, Region Of Interest) delimitada objetivamente con 
coordenadas de ubicación similares para cada tibia (Fig. 17 A) [142-144].  
 De forma similar a lo observado previamente, se encontró que la DMO y el CMO se 
redujeron significativamente en los animales artrósicos, recuperándose parcialmente ambos 
parámetros con la manipulación (OAVM) (Fig. 17 B-C). Además, el índice BV/TV fue más 
reducido en las tibias de los conejos artrósicos (tanto OAFM como OAVM) (Fig. 17 D), en 
comparación con los conejos control sanos (Tabla 6), siendo esta disminución 




Curiosamente el grosor de las trabéculas en el grupo OAVM fue significativamente más 
reducido que en las tibias del grupo OAVM (Fig. 17 E). Por otro lado, se encontró una 
disminución en el número de trabéculas en el grupo OAFM con respecto al grupo OAVM (Fig. 
17 F), asociado a una mayor separación entre ellas (Fig. 17 G) (Tabla 6). 
 
Figura 17. Parámetros analizados en hueso trabecular subcondral mediante microCT. (A) Imagen 
representativa del ROI (región de interés analizada)  tibias) utilizado y localizado en la región medial-
proximal de la tibia que alberga la mayor carga mecánica articular. (B) Representación gráfica de la 
densidad mineral ósea (DMO). (C) Representación del contenido mineral óseo (CMO). (D-G) 
Representación gráfica de los diferentes parámetros de hueso trabecular subcondral analizados: (D) 
BV/TV (índice Volumen óseo/ volumen tisular), (E) Tb. Th (Grosor trabecular), (F) Tb. N (Número de 
trabéculas) y (G) Tb. Sp (Espaciado trabecular). Los valores son media ± σ (n Control = 6, n OAFM= 10 y n 
OAVM = 10). *, $ p <0,05 vs Control; #p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la 




Tabla 6. Cambios en los parámetros del hueso trabecular subcondral en una región de interés (ROI) de 
tibia proximal medida por microCT. Análisis por microCT en una región específica de interés (ROI) de las 
metáfisis de la tibias proximales de conejos sanos y artrósicos sometidos a una falsa o verdadera MQ 
(OAFM o OAVM, respectivamente). Los valores son media ± σ. $ p <0,05 vs Control; * p <0,05 vs OAFM. 
Las significaciones fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-Whitney. 
 
  1.1.3. Cambios en la modulación del remodelado óseo subcondral en 
las tibias de conejos artrósicos tras la MQ. 
 Los cambios descritos en el apartado anterior y la evidencia científica existente, 
demuestran que las alteraciones del hueso subcondral en la OA están íntimamente 
relacionadas con una des-regulación del sistema RANKL/OPG [32, 36]. Es por ello que se 
decidió estudiar este sistema en el modelo. 
 En el hueso subcondral de las tibias de los conejos artrósicos, se observó un aumento 
significativo en la expresión de RANKL con respecto a los conejos sanos. Este aumento fue 
significativamente menor en las articulaciones que recibieron MQ verdadera, en comparación 
con las que recibieron falsa manipulación (OAVM: 9,6 ± 0,48% área positiva vs OAFM: 17,5 ± 
0,86% área positiva; p= 0,038) (Fig. 18 A).  
 Un patrón similar se encontró al analizar OPG. Así, el aumento de expresión 
encontrado en las tibias artrósicas no manipuladas fue parcialmente revertido con la 
verdadera manipulación (OAFM: 23,2 ± 0,93% área positiva vs OAVM: 11,8 ± 0,58% área 




 Al hacer el ratio RANKL/OPG para ver el balance final de la expresión de estas 
proteínas en el remodelado óseo [145], se observó un incremento significativo en el caso de 
las tibias que recibieron falsa MQ con respecto a las que recibieron verdadera manipulación. 
Estos resultados estarían sugiriendo un efecto de la MQ en el articulación en cuanto a la 
modulación de la acción resortiva osteoclástica en las tibias de los conejos con OA, 
favoreciendo así el anabolismo óseo (RANKL/OPG, OAFM: 1,26 ± 0,57 vs OAVM: 0,46 ± 0,22; 
p=0,004) (Fig. 18 C).  
 Los mismos resultados visto en hueso subcondral se observaron en cartílago. Se 
observó un aumento significativo de la expresión de RANKL en las tibias que recibieron falsa 
MQ con respecto a las que sí que la recibieron óseo (OAFM: 9,64 ± 0,43% área positiva vs 
OAVM: 2,83 ± 0,12% área positiva; p=0,0009), siendo la expresión en ambos grupos mayor que 
en los conejos sanos (Fig. 18 A). Por su parte, la expresión de OPG se vio también aumentada 
significativamente en el grupo OAFM con respecto a OAVM (OAFM: 12,61 ± 0,67% área 
positiva vs OAVM: 5,55 ± 0,32% área positiva; p=0,0076), siendo tal expresión mayor en ambos 
grupos con respecto a los conejos sanos (Fig. 18 B). Al realizar el ratio RANKL/OPG se observó 
un aumento significativo en los cartílagos de las tibias que recibieron la falsa MQ con respecto 
al grupo OAVM que si la recibieron (Fig. 18 C). 
 Datos en el mismo sentido se obtuvieron al analizar la actividad osteoclástica en el 
hueso subcondral de tibia mediante la inmunotinción con TRAP (fosfatasa ácida resistente a 
tartrato). Se observó un mayor número de osteoclastos activos por área en el grupo OAFM que 
en los OAVM (OAFM: 36 ± 9 osteoclastos/área 10X vs OAVM: 28 ± 7 osteoclastos/área 10X; 






Figura 18. Análisis por inmunohistoquímica del sistema RANKL/OPG en hueso subcondral y cartílago. 
(A) Representación de los resultados obtenidos para RANKL en ambos tejidos. Aumento: 10X. Escala: 
100 µm. (B) Datos de la expresión de OPG en cartílago y hueso subcondral. Aumento: 10X. Escala: 100 
µm. (C) Análisis del ratio de expresión RANKL/OPG. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 
OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs Control; #p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas 





Figura 19. Estudio de diferenciación y actividad osteoclástica en hueso subcondral. La tinción con 
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) muestra la distribución de los osteoclastos activos en el hueso 
subcondral. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs 
Control; #p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-
Whitney. Aumento: 10X. Escala: 100 µm. 
 
  De forma complementaria, se estudió la expresión de fosfatasa alcalina (FA), para 
comprobar el estado de diferenciación y función de los osteoblastos, y su papel en el 
remodelado óseo existente. Se observó un aumento de la expresión en las tibias de los conejos 
artrósicos con respecto a los sanos (Control: 8,7 ± 0,13% área positiva vs OAFM: 31,8 ± 1,15% 
área positiva, OAVM: 17,5 ± 0,43% área positiva; p=0,002 y p=0,036, respectivamente); y este 
aumento fue significativamente más elevado en el hueso subcondral de los conejos en cuyas 
tibias se realizó falsa manipulación, en comparación con las que recibieron verdadera 
manipulación (OAFM: 31,8 ± 1,15% área positiva vs OAVM: 17,5 ± 0,43% área positiva; p= 





Figura 20. Análisis por inmunohistoquímica de fosfatasa alcalina (FA) en hueso subcondral. Los valores 
son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs Control; #p<0,05 vs OAFM. Las 
significaciones fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-Whitney. Aumento: 10X. Escala: 100 
µm. 
 
  1.1.4. Mejora del daño en el tejido cartilaginoso en las articulaciones 
de los conejos artrósicos tras la estimulación mecánica inducida por ActivatorV®. 
 Se realizó un primer análisis macroscópico de todos los cartílagos de los fémures para 
valorar el daño producido en cuanto a erosión, fibrilación del tejido y presencia de osteofitos 
[144] (Fig. 21).  
  En este estudio se observó que los fémures de los conejos artrósicos que no recibieron 
MQ, presentaron una mayor erosión y daño en el cartílago, sobre todo en la región medial 
interna analizada, con respecto a los fémures que sí recibieron verdadera manipulación 
(OAFM: 2,60 ± 0,55 UA vs OAVM: 1,63 ± 0,74 UA; p<0,05) (Fig. 21). A nivel del cóndilo lateral 
externo, no se vieron diferencias significativas entre los dos grupos (Fig. 21). Este hecho va en 




cada placa tibial (externa e interna). Se refleja el mayor daño en la zona medial-interna tanto 
en el cartílago como en la tomografía ósea de hueso subcondral. 
 
Figura 21. Estudio macroscópico del daño en el cartílago femoral de los conejos en estudio. (A) 
Imágenes representativas de los cartílagos analizados en cada uno de los tres grupos en estudio. Se 
valoró tanto el aspecto erosivo y la brillantez como la presencia de osteofitos o irregularidades en el 
tejido. Escala 1 cm. (B) Representación de los datos obtenidos. Los valores son media ± σ (N= 6 control, 
N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs Control; #p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron 
obtenidas mediante la prueba U de Mann-Whitney. Escala: 1 cm. 
 
 Los cambios a nivel histológico del cartílago de las tibias se evaluaron de acuerdo con 
la puntuación de Mankin descrita por Tiraloche y colaboradores en 2005 [135]. Se valoró tanto 
la perdida de tinción de safranina (perdida de proteoglicanos de la matriz extracelular del 
cartílago) como la presencia de incisiones y erosiones en la superficie del tejido y la 
desorganización y pérdida de conformación en columnas de los condrocitos. Además, se 
evaluó la presencia de clonas (agrupaciones de 4 o más condrocitos en forma de mórula) y la 
penetración de vasos sanguíneos en el cartílago desde la matriz ósea calcificada adyacente 
(Fig. 22 A-C).  
 Una vez realizada la valoración de los cortes histológicos se observó cómo las tibias de 
los conejos artrósicos tuvieron puntuaciones más altas que los cartílagos de las tibias de 




 Además se comprobó que existía un deterioro severo del cartílago en el grupo OAFM. 
En este grupo, hubo una pérdida importante de proteoglicanos y una desorganización de los 
condrocitos. Además se pudieron ver osteonas e inclusión de vasos sanguíneos en el tejido 
cartilaginoso. Por el contrario, el cartílago de las tibias del grupo OAVM presentó una mejoría 
significativa en comparación con OAFM, aunque se pudo apreciar también daño a nivel 
condrocitario y de proteoglicanos (OAFM: 8,21 ± 3,85 UA vs OAVM: 5,18 ± 2,92 UA; p=0,036) 
(Fig. 22 A-C).  
 
Figura 22. Evaluación del daño producido por la OA en el cartílago de la tibia de los conejos en 
estudio. (A-C) Secciones representativas del cartílago articular de las tibias de cada uno de los grupos de 
estudio, teñidas con safranina. El daño se valoró por evaluación de la pérdida de safranina 
(proteoglicanos), erosión tisular y la organización condrocitaria. (D) Las puntuaciones de Mankin 
muestran la degeneración del cartílago sufrida en el grupo de conejos artrósicos, reduciéndose 
significativamente para el grupo OAVM. *, $ p <0,05 vs Control; # p <0,05 vs OAFM. Los valores son 
media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). Las significaciones fueron obtenidas mediante la 
prueba U de Mann-Whitney. Aumento: 10X. Escala: 100 µm. 
 
  1.1.5. La MQ logra mejorar la sinovitis en las articulaciones de los 
conejos artrósicos. 
 La membrana sinovial extraída de los conejos se utilizó para hacer estudios tanto 




con hematoxilina/eosina, la membrana sinovial se valoró siguiendo el Krenn Score (Fig. 23 A-
C). Este score estandarizado, reconocido y validado [136] permite valorar el grado de 
inflamación e infiltrado celular que presenta el tejido, así como el aspecto fibroso y la 
distribución celular de sus diferentes capas histológicas. Se realizó tanto la valoración conjunta 
de los tres parámetros principales como por separado (Fig. 23 D-G). 
 
Figura 23. Evaluación del daño en la membrana sinovial. (A-C) Secciones representativas de la 
membrana sinovial de cada uno de los grupos de estudio, teñidas con hematoxilina y eosina. Aumento: 
4X. Escala: 250 µm. (D) Puntuación global del daño de la membrana sinovial, cuantificada mediante 
Krenn Score (ver material y métodos). Las gráficas E-G representan cada uno de los parámetros del 
Krenn Score analizados por separado. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 
OAVM).  *, $ p<0,05 vs Control; # p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la 




 El grupo de conejos artrósicos tuvo una puntuación del Krenn Score más alta que los 
animales sanos, observándose los siguientes aspectos: engrosamiento de la capa íntima celular 
del revestimiento, un claro incremento en la celularidad del estroma y presencia de células 
inflamatorias infiltradas (Fig. 23 D). Por su parte, el grupo OAFM tuvo una puntuación 
significativamente más alta que el grupo OAVM (4,52 ± 1,02 UA vs 3,09 ± 0,93 UA, 
respectivamente; p <0,05) (Fig. 23 D). Al agrupar los resultados observados para cada 
parámetro analizado por separado, se observó que tanto la hiperplasia de la íntima como el 
infiltrado celular estaban significativamente aumentados en el grupo OAFM, siendo 
especialmente llamativo el aumento de este último parámetro (Fig. 23 F).  
 
  1.1.6. Estudio de la expresión de marcadores de inflamación en 
membranas  sinoviales de conejos artrósicos sometidos a una falsa o verdadera MQ. 
 Dado el llamativo cambio en el infiltrado inflamatorio sinovial, observado en los 
animales que recibieron verdadera MQ, se decidió estudiar tres marcadores clásicos 
proinflamatorios asociados a la sinovitis en la OA: IL1-β, TNF-α y COX-2 [146]. 
 El estudio de expresión proteica de estos tres marcadores reveló, en los animales 
artrósicos, un aumento significativo de sus expresiones, en comparación con los niveles 
encontrados en los animales control (Fig. 24 A). Curiosamente estos aumentos fueron  
significativamente menores en el grupo OAVM con respecto al grupo OAFM para los tres 
mediadores proinflamatorios (COX-2: 2,57 ± 0,19 UA vs 5,11 ± 1,28 UA, respectivamente; 
p<0,05; TNF-α: 1,09 ± 0,15 UA vs 1,3 ± 0,2 UA, respectivamente; p <0,05 y IL1-β 0,68 ± 0,13 UA 





Figura 24. Expresión proteica de COX-2 (A), TNF-α (B) e IL1-β inactiva (C) y activa (D) en las membranas 
sinoviales de cada uno de los grupos experimentales estudiados. El control de carga de las proteínas se 
llevó a cabo normalizando con β-actina. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 
OAVM). *, $ p<0,05 vs Control; # p <0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la 





  1.1.7. Análisis del infiltrado macrofágico en las sinoviales de conejos 
artrósicos con falsa o verdadera manipulación utilizando el ActivatorV®. 
 Seguidamente, se estudió la presencia de macrófagos infiltrados en la membrana 
sinovial de los conejos. Para ello se realizó inmunohistoquímica del marcador de macrófagos 
alveolares de conejo RAM-11 (Rabbit Alveolar Macrophages 11) (Fig. 25).  
 
Figura 25. Evaluación del infiltrado celular macrofágico en membrana sinovial. (A-F) 
Inmunohistoquímica de secciones representativas de membrana sinovial de cada uno de los grupos en 
estudio utilizando el anticuerpo monoclonal anti-macrófago RAM11. Los valores son media ± σ (N= 6 
control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). (G) *, $ p<0,05 vs Control; # p<0,05 vs OAFM. Las significaciones 
fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-Whitney. (A-C) Aumento: 10X. Escala: 100 µm. (D-F) 





 Mientras que apenas se observó expresión de RAM-11 en las membranas sinoviales de 
los animales sanos; el grupo de sinoviales del grupo OAFM presentó una expresión aumentada 
tanto en el estroma sinovial como en la capa íntima (Fig. 25 B). Igualmente, se observó 
expresión de RAM-11 en las mismas zonas tisulares en el grupo artrósico con verdadera 
manipulación que las descritas para el grupo con falsa manipulación (Fig. 25 C), sin embargo la 
cuantificación reveló una disminución significativa en su intensidad en comparación con el 
grupo OAFM (OAFM: 0,94 ± 0,50% área positiva vs OAVM: 0,43 ± 0,27% área positiva; p=0,02) 
(Fig. 25 D). 
 
  1.1.8. El estímulo mecánico inducido por la MQ modula la angiogénesis 
en la membrana sinovial durante la artrosis. 
 La importancia potencial de la neo-vascularización sinovial en la OA permanece en 
gran parte desconocida, aunque varios investigadores han mostrado la relación entre el daño 
tisular de la membrana sinovial y un aumento de la angiogénesis en pacientes tanto con OA, 
como con artritis reumatoide [147]. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un 
potente estimulador de la angiogénesis y también puede contribuir a la inflamación a través de 
la extravasación de plasma; lo que aumenta la posibilidad de que el VEGF derivado del tejido 
sinovial pudiera contribuir a la angiogénesis y la inflamación en la OA [148]. Por lo tanto, se 
decidió estudiar si su expresión pudiera estar modulada por la MQ.  
 Se analizó mediante western blot la expresión en membrana sinovial de VEGF-164 
(Vascular Endotelial Growth Factor-164, factor de crecimiento endotelio-vascular tipo 164) y 
mediante inmunohistoquímica la expresión de CD31 (molécula de adhesión celular endotelial 
de plaquetas, también conocida como PECAM-1). Se observó que en el grupo artrósico había 
un aumento en la expresión de VEGF-164 con respecto al grupo control. La manipulación 
mecánica verdadera con ActivatorV® redujo significativamente la expresión de este marcador 
(OAFM: 1,99 ± 0,62 UA vs OAVM; 1,35 ± 0,25 UA; p <0,05) (Fig. 26 A). Además, el estudio de la 
expresión de la proteína endotelial CD31 en los tres grupos de estudio, reveló que las 
membranas sinoviales de las extremidades con verdadera manipulación presentaron una 
menor vascularización que las membranas que no recibieron verdadero estímulo mecánico 
con ActivatorV® (OAFM: 0,84 ± 0,49% área positiva vs OAVM: 0,29 ± 0,11% área positiva; 





Figura 26. Valoración de la angiogénesis en membrana sinovial. (A) Expresión proteica de VEGF-164. 
(B-D) Inmunohistoquímica de secciones representativas de sinovial utilizando el anticuerpo monoclonal 
anti-conejo CD31. Aumento: 10X. Escala: 100 µm. (E) Expresión de CD31 en la membrana sinovial de los 
conejos en estudio. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p<0,05 vs 
Control; # p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-
Whitney.  
 
  1.1.9. El estímulo mecánico inducido por la MQ reduce la fibrotización 
de la matriz estromal en membrana sinovial. 
 Dado que la fibrotización y  la desestructuración de la matriz extracelular son dos de 
los principales daños que se producen durante la OA en la sinovial, se analizó la expresión de 




la expresión de MMP-3, siendo más evidente el aumento en OAFM (OAFM 1,74 ± 0,45 UA vs 
OAVM 1,22 ± 0,29 UA; p <0,05) (Fig. 27 A). Con la MQ verdadera, la expresión de MMP-3 se 
redujo significativamente. Por su parte, la expresión en las membranas con falsa manipulación 
mostraron un aumento importante en la expresión de colágeno VI con respecto al grupo 
OAVM (OAFM 2,22 ± 0,57 UA vs OAVM 1,43 ± 0,33 UA; p <0,05) (Fig. 27 B). La verdadera MQ 
consiguió reducir la expresión de colágeno VI (aumentado en OAFM), sin llegar a los niveles de 
los controles (OAVM 1,43 ± 0,33 UA vs Control 1 ± 5,49 e-005 UA; p=0,15) (Fig. 27 B).  
 
Figura 27. Expresión proteica de MMP-3 (A) y COL VI (B) en las membranas sinoviales de cada uno de 
los grupos experimentales estudiados. El control de carga de las proteínas se llevó a cabo normalizando 
con β-actina. Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs 
Control; # p <0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron obtenidas mediante la prueba U de Mann-
Whitney.  
 
  1.1.10. Cambios en la expresión de neurotrofinas tras la MQ en las 
articulaciones de conejos artrósicos.  
 Recientes estudios científicos han demostrado que la expansión axonal de fibras 
sensitivas en tejidos aneurales o poco inervados podría estar relacionado con la generación de 
dolor en la OA [42]. En este sentido, se ha propuesto que la angiogénesis patológica descrita 




se produce tanto en la unión osteocondral, como en la membrana sinovial y el menisco, 
facilitando así la transmisión del dolor derivado de la OA [149].  
 Dado que la quiropráctica ejerce un efecto tanto a nivel ortopédico como a nivel 
nervioso [60], modulando con ello también el dolor; como parte final de este estudio se 
exploró su potencial implicación en la regulación neurosensitiva (nociceptora) de la membrana 
sinovial [150]. Para ello, se estudió la posible modulación en la expresión de dos neurotrofinas, 
Sema 3A y Netrina-1.  
 
Figura 28. Estudio de expresión de las neurotrofinas Sema 3A y Netrina-1 en membrana sinovial. (A) 
Expresión génica y proteica de Sema 3A. (B) Expresión proteica de Netrina-1. El control de carga de las 
proteínas se llevó a cabo normalizando con β-actina (B-C). Los valores son media ± σ (N= 6 control, N= 
10 OAFM y N= 10 OAVM). *, $ p <0,05 vs Control;  # p<0,05 vs OAFM. Las significaciones fueron 




 Se observó que la expresión de Sema 3A medida por PCR, disminuyó en las 
membranas sinoviales de las articulaciones artrósicas con respecto a las sanas, siendo más 
evidente este descenso en las que no recibieron la manipulación con ActivatorV® (OAFM: 0,27 
± 0,09 UA vs OAVM 0,64 ± 0,17 UA, p=0,029) (Fig. 28 A). Curiosamente, la expresión proteica 
de Sema 3A en las membranas sinoviales de los conejos artrósicos se vio aumentada 
significativamente, siendo mayor este incremento en el tejido de la articulación que no recibió 
la MQ con respecto a la que sí que la recibió (OAFM: 0,57 ± 0,57 UA vs OAVM 0,78 ± 0,83 UA, 
p<0,01) (Fig. 28 B). 
 Por otro lado, en cuanto al estudio de la expresión proteica de Netrina-1, se observó 
que hubo un aumento en las sinoviales de las articulaciones que recibieron falsa MQ de la 
articulación con respecto a las manipuladas mecánicamente con ActivatorV® (OAFM: 1,45 ± 



















2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo. Estudio de la activación del receptor 
A2A de adenosina como aproximación terapéutica en pacientes con VIH 
tratados con tenofovir. 
 
 2.1. RESULTADOS IN VITRO. 
  2.1.1. Tenofovir modula la diferenciación de osteoclastos a través de 
un mecanismo dependiente del transporte de ATP y adenosina. 
 Para determinar si el tratamiento con tenofovir afecta directamente a la diferenciación 
y función de los osteoclastos, se aislaron células BMC primarias murinas de médula ósea y se 
diferenciaron a osteoclastos en presencia de tenofovir. Se observó que el tratamiento con 
tenofovir produjo un aumento en la diferenciación de los osteoclastos que fue dependiente de 
la dosis (EC50= 44,5 nM; Fig. 29 A).  
 Estudios previos realizados mostraron que el tratamiento con tenofovir producía la 
disminución de la concentración extracelular de adenosina, debido a la inhibición en el 
transporte de ATP a través de panexina-1 [108]. Para contrarrestar este efecto, se decidió 
poner en práctica un experimento que nos permitiese aumentar los niveles de adenosina 
extracelulares, bloqueando su transporte al interior celular. Con este objetivo, procedimos a 
tratar las células con dipiridamol y comprobamos que se consiguió revertir el efecto de 
tenofovir en la diferenciación de osteoclastos (IC50= 0,3 µM). Para confirmar la activación en 
la diferenciación de osteoclastos, los precursores celulares tratados con tenofovir y dipiridamol 
fueron recolectados a los 0, 3 y 7 días de diferenciación, se extrajo ARN y valoramos la 
expresión de marcadores importantes en el desarrollo y función de los osteoclastos. Tenofovir 
aumentó modestamente la expresión de catepsina K (una cisteín-proteasa que cataliza la 
hidrólisis de proteínas) hasta un cambio de 73 veces al día 7 de cultivo en comparación con las 
células que sólo recibieron estímulo con RANKL (cambio de 66 veces; p=ns; Fig. 29 B). El 
tratamiento con dipiridamol produjo una disminución en la expresión de la catepsina K en los 
puntos finales del tratamiento (27 veces en el día 3 y 3,6 veces el día 7; p <0,001); resultados 
similares se vieron con el tratamiento combinado de tenofovir y dipiridamol (Fig. 29 B). Por 
otro lado, tenofovir aumentó la expresión del factor nuclear de células T activadas tipo 1 
(NFATc1) requerido para la diferenciación de los osteoclastos, siendo este aumento 18 veces 




[tratadas solamente con RANKL (9 veces, p <0,05)]. Como se describe para catepsina K, 
dipiridamol disminuyó la expresión por sí solo, y en presencia de tenofovir (4 veces, p <0,001; 
Fig. 29 B). Finalmente, se estudió la expresión de osteopontina (componente de la matriz ósea 
que juega un papel importante en la mineralización y unión de la fase mineral a la matriz), 
viéndose aumentada en presencia de tenofovir después de 7 días de incubación (16 veces 
versus 7 veces para RANKL; p <0,05). Dipiridamol previno el aumento en la expresión de 
osteopontina y revirtió parcialmente el aumento inducido por tenofovir (cambio de seis veces; 
Fig. 29 B).  
 Para corroborar el efecto inhibitorio de tenofovir sobre los transportadores de ATP, 
realizamos experimentos de liberación y cuantificación de ATP en osteoclastos en cultivo (Fig. 
30 A).  Para ello, utilizamos probenecid, un inhibidor selectivo de panexina-1, como control 
positivo de inhibición del transporte de ATP [151, 152]. Se estudió el efecto de tenofovir en 
combinación con probenecid, viéndose una disminución más potente de la liberación de ATP 
que con el tratamiento de probenecid en solitario (73,8% ± 5 probenecid;  23% ± 19 
probenecid + tenofovir vs control (100%); p<0,03). Así mismo, se observó que la inhibición del 
transporte con tenofovir seguía una dosis-respuesta clara, viéndose inhibida la liberación de 
ATP en un 56% a concentración de 1 µM para tenofovir (p<0,03) y en torno al 90% para 10 µM 
(p<0,01) (Fig. 30 B). 
 Para estudiar el mecanismo por el cual tenofovir estimula la diferenciación de 
osteoclastos, silenciamos de forma permanente la línea celular macrofágica RAW264.7 para 
los transportadores panexina-1, conexina-43 y el receptor A2A de adenosina. Como se muestra 
en la Figura 30 B, en los experimentos de diferenciación de osteoclastos y su posterior tinción 
con TRAP, tenofovir no consiguió aumentar el número de osteoclastos cuando panexina-1 y 
conexina-43 estaban silenciados (n=3 experimentos independientes).  
 Paralelamente, se realizó un estudio de resorción ósea, cultivando los osteoclastos en 
discos de dentina, los cuales teñimos tras 7 días de diferenciación celular con azul de toluidina. 
Analizando los resultados se encontró que en las células shRNA scramble utilizadas, tenofovir 
aumentó la diferenciación de osteoclastos y la resorción de los discos de dentina (en la Fig. 30 
C se aprecian las fosas de erosión en azul oscuro), disminuyendo tal efecto con la 
administración de dipiridamol. Por otro lado, cuando se trataron las células silenciadas para 
panexina-1 y conexina-43 con tenofovir, hubo una menor resorción de los discos de dentina, 
viéndose menos fosas de resorción. Por el contrario, cuando se silenció el receptor A2A hubo 




diferencia de lo descrito anteriormente, dipiridamol consiguió revertir el efecto de tenofovir 
sobre la formación de fosas de resorción en las células RAW264.7 control y shRNA cuando 
panexina-1 y conexina-43 estaban silenciadas, pero no en las silenciadas para el receptor de 
adenosina A2A (Fig. 30 C). 
 
Figura 29. Tenofovir potencia la diferenciación de los osteoclastos in vitro y su efecto es revertido por 
el dipiridamol. (A) Los osteoclastos derivados de células de médula ósea murinas se fijaron y se tiñeron 
para TRAP después de cultivarlos en presencia de tenofovir (10 µM a 1 nM) solo o en combinación con 
dipiridamol (10 µM a 1 nM). Las células TRAP positivas que contienen tres o más núcleos se contaron 
como osteoclastos. (B) Cambios en el ARNm de catepsina K, NFATc1 y osteopontina durante la 
diferenciación de osteoclastos en presencia de tenofovir 1 µM solo o en combinación con dipiridamol 1 
µM. Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 experimentos independientes) *p 





Figura 30. Tenofovir potencia la diferenciación de células RAW 264.7 in vitro en un mecanismo 
relacionado con el transporte de ATP por panexina-1 y conexina-43, siendo revertido el efecto por 
dipiridamol. (A) Estudio de liberación de ATP en presencia de probenecid (inhibidor selectivo de los 
transportadores) y tenofovir en dosis respuesta (10 µM a 1nM). Los resultados mostrados representan 
las medias ± EEM (N=2 experimentos independientes). probe + tenof: probenecid + tenofovir. (B) Los 
osteoclastos derivados de RAW264.7 silenciados para panexina-1 y conexina-43 se fijaron y se tiñeron 
para TRAP después de ser cultivadas en presencia de tenofovir 1 µM. Las células TRAP positivas que 
contenían tres o más núcleos se contaron como osteoclastos. Los resultados mostrados representan las 
medias ± EEM (N=3 experimentos independientes). (C) Las células RAW264.7 silenciadas para panexina-
1, conexina-43 y A2A tratadas con 50 ng/ml de RANKL se cultivaron en discos de dentina para estudiar la 
diferenciación y acción resortiva de las mismas. Se realizó tinción con azul de toluidina para visualizar los 
surcos de erosión (azul oscuro). Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=3 




  2.1.2. Tenofovir estimula la diferenciación de osteoclastos, a través de 
la activación de MAPKs y la translocación al núcleo de NFƙB y el pre-tratamiento con 
dipiridamol revierte el efecto. 
 Para estudiar las posibles vías de señalización intracelular por las que tiene lugar el 
efecto de tenofovir en la potenciación de la diferenciación de los osteoclastos, se realizaron 
experimentos en precursores de osteoclastos pre-tratando las células con dipiridamol 30 
minutos (para conseguir un aumento de la concentración extracelular de adenosina) antes de 
iniciar el tratamiento simultáneo con tenofovir. 
 Tras el tratamiento con RANKL (control), observamos, como cabría esperar, un 
aumento rápido (5 minutos) en la fosforilación de ERK1/2 y en las células tratadas con 
tenofovir observamos que hay un aumento pronunciado de este efecto (30 ± 9% más que el 
basal vs 19 ± 7% de aumento con respecto al basal para RANKL, p <0,05; Fig. 31). Al tratar con 
dipiridamol, se observa la reversión en el aumento de la fosforilación de ERK1/2 producido por 
tenofovir (p <0,001 vs tenofovir; Fig. 31). Se observaron resultados similares cuando 
estudiamos la fosforilación de p38 en las células tratadas con tenofovir, dipiridamol y la 
combinación de ambos (en este caso a los 10 minutos) (Fig. 31). En contraste, ni tenofovir ni 
dipiridamol, ni la combinación de ambos tratamientos produjo cambios significativos en la 
fosforilación de JNK inducida por RANKL (Fig. 31). 
 
Figura 31. El pre-tratamiento con dipiridamol revierte la fosforilación de ERK1/2 y p38 inducida por 
tenofovir durante la diferenciación de los osteoclastos. Se estudió la vía de señalización MAPK durante 
la diferenciación de osteoclastos (estimulación de 5 a 30 minutos) en presencia de tenofovir 1µM solo o 
en combinación con dipiridamol 1 µM. Para normalizar la carga de proteínas, las membranas se 
incubaron con ERK2, p38 o JNK, respectivamente. Los resultados mostrados representan las medias ± 
EEM (N=5 experimentos independientes).* p <0,5, ** p <0,005 vs Control (ANOVA). Ct: control, T: 




 Por otro lado, cuando estudiamos la translocación al núcleo de NFB, observamos que 
tenofovir reduce la expresión de p50/p150 en el citoplasma (reducción de un 60% ± 10% sobre 
el basal, p <0,0001) y cuando tratamos con dipiridamol, ser revierte el efecto (aumento de 29 
veces ± 10% sobre el basal, p <0,0001, vs tenofovir). De igual modo, la estimulación con RANKL 
aumentó los niveles de p50/105 nucleares y cuando añadimos tenofovir al medio (241 ± 34% 
para RANKL vs 181 ± 25% para tenofovir con respecto basal, p <0,001 y p <0,05 
respectivamente). Por su parte, dipiridamol inhibe la translocación al núcleo de p50/105 (170 ± 
28% de disminución, p <0,005, vs tenofovir; Fig. 32). Todos estos cambios son consistentes con 
la disminución de IƙBα (68 ± 6% de disminución para células tratadas con RANKL vs 63 ± 8% en 
las células tratadas además con tenofovir, p <0,001) y un aumento de fosfo-IƙBα (180 ± 22% 
mayor en presencia de RANKL y 210 ± 14% de aumento después del tratamiento con tenofovir, 














Figura 32. El pre-tratamiento con dipiridamol revierte la translocación nuclear de NFƙB inducida por 
tenofovir durante la diferenciación de los osteoclastos. Se estudió la translocación nuclear de NFƙB 
p50/p105, IkBα y p-IkBα en presencia de tenofovir 1 µM solo o en combinación con dipiridamol 1 µM. 
Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 experimentos independientes). * p <0,5 vs 
Control, ** p <0,005, ***p<0,0001 (ANOVA). Ct: control, T: tenofovir, D: dipiridamol, T+D/Tenof + Dipi: 




  2.1.3. Tenofovir promueve la fosforilación de ERK1/2 y p38, así como 
la translocación al núcleo de NFƙB durante la diferenciación de osteoclastos pre-
tratados con tenofovir; no viéndose revertido tal efecto con dipiridamol. 
 De forma análoga a lo que describimos en el apartado anterior, decidimos realizar los 
experimentos de diferenciación de osteoclastos pre-tratando las células durante 30 minutos 
con tenofovir. Con ello se pretendió estudiar los cambios que se producen con bajos niveles de 
ATP extracelulares previos a los tratamientos pertinentes. En la figura 33 observamos que 
cuando tratamos las células con tenofovir se produce un aumento de la expresión de la 
fosforilación de ERK1/2 (75 ± 9% más que el basal vs 50 ± 17% de aumento con respecto al 
control con RANKL, p <0,05; Fig. 33). Dipiridamol no es capaz de revertir el efecto de tenofovir 
en la fosforilación de ERK1/2 (Fig. 33). El mismo efecto se observó en p38, aumentando su 
fosforilación al tratar con tenofovir (80 ± 6% más que el basal vs 52 ± 3% de aumento con 
respecto al control con RANKL, p<0,05; Fig. 33). En este caso, dipiridamol consiguió reducir la 







Figura 33. El pre-tratamiento previo con tenofovir activa la fosforilación de ERK1/2, p38 y JNK durante 
la diferenciación de osteoclastos; no pudiendo revertir dipiridamol este efecto. Se estudiaron MAPK 
durante la diferenciación de osteoclastos (estimulación de 5 a 30 minutos) en presencia de tenofovir 1 
µM solo o en combinación con dipiridamol 1 µM. Para normalizar la carga de proteínas, las membranas 
se incubaron con ERK2, p38 o JNK, respectivamente. Los resultados mostrados representan las medias ± 
EEM (N=5 experimentos independientes). * p <0,05 vs Control, ** p <0,005, ***p<0,0001 (ANOVA). Ct: 
control, T: tenofovir, D: dipiridamol, T+D/Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 A diferencia de lo observado en los experimentos de diferenciación con pre-
tratamiento con dipiridamol, tenofovir es capaz de aumentar la fosforilación de JNK con 
respecto al basal, más aún que en el caso de las células tratadas solamente con RANKL (150 ± 




33). Dipiridamol, igualmente a lo que sucede con ERK1/2 y p38, no consigue revertir tal efecto. 
La combinación de ambos tratamientos desvelan que en este experimento dipiridamol no es 
capaz de revertir el efecto completo propiciado por tenofovir en la fosforilación de las MAPKs y 
la propia diferenciación osteoclástica (Fig. 33). Para determinar la captación celular y el 
metabolismo de tenofovir estudiamos su efecto en la señalización celular de NFƙB. 
Determinamos los niveles de p50/105 citoplasmáticos y nucleares después de tratar 
previamente con tenofovir durante 30 minutos. Curiosamente, dipiridamol tampoco revirtió 
los cambios en los niveles de NFƙB, IƙBα y fosfo-IƙBα en células que habían sido tratadas 



















Figura 34. El pre-tratamiento previo con tenofovir activa la translocación nuclear de NFƙB durante la 
diferenciación de los osteoclastos, sin ser revertida por el tratamiento con dipiridamol. Se estudió la 
translocación nuclear de NFƙB p50/p105, IkBα y p-IkBα en presencia de tenofovir 1 µM solo o en 
combinación con dipiridamol 1 µM. Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 
experimentos independientes). * p <0,05 vs Control, ** p <0,005, ***p<0,0001 (ANOVA). Ct: control, T: 




  2.1.4. Tenofovir inhibe la diferenciación de osteoblastos in vitro y su 
efecto es revertido por dipiridamol. 
 Para conocer si la alteración ósea producida por tenofovir se debe únicamente a su 
actuación sobre los osteoclastos, o también tendría algún efecto en osteoblastos, se realizó el 
estudio de diferenciación de osteoblastos a partir de células estromales de médula ósea 
murina tratadas con tenofovir, dipiridamol y la combinación de ambos. La diferenciación de los 
osteoblastos se estudió mediante tinción con rojo de alizarina. Observamos que tenofovir 
inhibió la diferenciación de osteoblastos de manera dosis dependiente (IC50=0,4 µM) y que el 
tratamiento con dipiridamol revirtió este efecto (EC50= 10 nM; Fig. 35 A). Además, estudios de 
expresión génica indicaron que tenofovir indujo un aumento muy importante de la expresión 
de RANKL a los 7 días con respecto al control. Así mismo, el tratamiento produjo la 
disminución de la expresión del ARN mensajero de OPG progresivamente a los 7 y 14 días de 
diferenciación (Fig. 35 B). El tratamiento con dipiridamol revirtió los efectos producidos por 
tenofovir, manteniéndose la expresión de RANKL muy próxima a la del control tanto a los 7 
como 14 días y aumentando exponencialmente OPG a lo largo del experimento (Fig. 35 B).  
 Por otro lado, se tiene certeza de que la activación de β-catenina es esencial para la 
diferenciación de los osteoblastos y su función [153]. Por lo tanto, estudiamos si la expresión 
de estas proteínas se veía modificada por el tratamiento con tenofovir y si había cambios en 
cuanto a la translocación al núcleo de β-catenina. Según lo observado por western blot (Fig. 
36) e inmunofluorescencia (Fig. 37) para β-catenina total y β-catenina no fosforilada (activa), 
ambas se mantuvieron elevadas en la fracción citoplasmática cuando se trató con tenofovir y 
disminuyeron en la fracción nuclear 15 minutos después del tratamiento [18% de disminución 
con respecto control para β-catenina total, 33% de disminución para β-catenina no fosforilada 
(activa); p<0,05]; revirtiéndose tal efecto en presencia de dipiridamol [60% de incremento con 
respecto a tenofovir para β-catenina total, 25% en el caso de β-catenina no fosforilada (activa); 
p=0,05] (Fig. 36 A-B, Fig. 37 A-B). En cambio, para β-catenina fosforilada en Ser552 (no 
canónica) no se observaron cambios significativos con los tratamientos en cuanto a su 






Figura 35. Tenofovir induce la perdida de diferenciación de osteoblastos a través de un mecanismo 
relacionado con el transporte de ATP; siendo tal efecto revertido por dipiridamol. (A) Los osteoblastos 
de origen murino se fijaron y se tiñeron para rojo de alizarina después de cultivarlos en presencia de 
tenofovir (10 µM a 1 nM) solo o en combinación con dipiridamol (10 µM a 1 nM). Las imágenes se 
cuantificaron por intensidad de  color de la tinción. (B) Cambios en el ARNm de RANKL y OPG durante el 
proceso de diferenciación de los osteoblastos en presencia de tenofovir 1 μM solo o en combinación con 
dipiridamol 1 μM. Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 experimentos 





Figura 36. Expresión proteica de β-catenina en osteoblastos murinos tratados con tenofovir y 
dipiridamol. Se estudió la translocación nuclear de β-catenina total (A), β-catenina activa (B) y β-
catenina no canónica (fosforilada en Ser552) (C) en presencia de tenofovir 1 µM solo o en combinación 
con dipiridamol 1 µM. Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 experimentos 
independientes). * p <0,05 vs Control, ** p <0,005, ***p<0,0001 (ANOVA). Ct: control, T: tenofovir, D: 






Figura 37. Translocación al núcleo de β-catenina durante la diferenciación de los osteoblastos, 
tratados con tenofovir y dipiridamol. Se estudió la translocación nuclear de β-catenina total (A), β-
catenina activa (B) y β-catenina no canónica (fosforilada en Ser552) (C) en presencia de tenofovir 1 µM 
solo o en combinación con dipiridamol 1 µM. Se muestran imágenes representativas para β-catenina 
total, β-catenina activa y β-catenina no activa (fosforilada en Ser552) (verde). Los núcleos se muestran 
en azul (Dapi). Los resultados mostrados representan las medias ± EEM (N=5 experimentos 





 2.2. RESULTADOS IN VIVO.   
  2.2.1. El tratamiento con tenofovir indujo la pérdida de peso y grasa 
corporal, disminución de la DMO y alteración de la micro-arquitectura ósea en 
ratones macho wild type, sin verse cambios en los congéneres A2AKO. 
 Como se describe en el apartado 2.1.1., tenofovir estimula la diferenciación de los 
osteoclastos; por lo tanto, postulamos que se podría inducir osteopenia debido a la 
modulación negativa del recambio óseo y reducción de la formación de hueso. Para desarrollar 
nuestra hipótesis, tratamos ratones C57Bl/6 wild type macho con tenofovir, dipiridamol y la 
combinación de los dos. Observamos que los ratones tratados con tenofovir (75 mg/kg/día) 
perdieron casi el 10% del peso corporal (p <0,001); sin embargo, ésta pérdida se contrarrestó 
cuando los ratones fueron tratados con tenofovir en combinación con dipiridamol (25 
mg/kg/día) (Fig. 38 A). Estos resultados fueron corroborados por DEXA, la cual demostró que 
los ratones tratados con tenofovir registraron un descenso del 18% en peso (p <0,05) y una 
reducción significativa en el porcentaje de grasa corporal (p <0,05). En los ratones tratados con 
dipiridamol observamos que la pérdida de peso no superó el 3% con respecto al control y la 
grasa corporal se mantuvo en torno a 3,5 gramos (muy similar a la observada en los ratones 
control) (Fig. 38 B). El tratamiento conjunto con ambos fármacos demostró que dipiridamol 
consiguió contrarrestar la pérdida observada cuando tratamos con tenofovir (Fig. 38 B). El 
escaneo densitométrico también reveló una disminución en la densidad mineral ósea cuando 
se trataron los ratones con tenofovir (0,045 ± 0,001 g/cm2 vs 0,049 ± 0,0004 g/cm2 para 
control, p <0,05; Fig. 38 C), y el tratamiento posterior con dipiridamol invirtió el cambio. Se 






Figura 38. Tenofovir induce la pérdida de peso, disminuye la DMO y promueve la reducción de la grasa 
corporal en ratones macho wild type. Los ratones se dividieron en cuatro grupos: solución salina al 0.9% 
(control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 25 mg/kg/día, combinación de tenofovir 75 mg/kg/día y 
dipiridamol 25 mg/kg/día durante 4 semanas. (A) Medida semanal del peso. (B) Exploración mediante 
DEXA y resultados de grasa (g) y el % de grasa corporal en todos los grupos. (C) Exploración mediante 
DEXA y análisis de DMO (g/cm3) y el CMO (g) en todos los grupos. Los datos se expresan como media 
EEM. *p <0,05 vs Control (ANOVA). N= 7 control, N= 7 tenofovir, N= 6 dipiridamol, N= 6 tenofovir + 
dipiridamol. Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 Paralelamente, cuando se estudiaron los datos de peso y grasa corporal en los ratones 
macho knockeados para el gen del A2AR se observó que los ratones control registraron pesos 
un 5% por encima de los ratones tratados con tenofovir, sin verse cambios significativos entre 
los tratamientos (Fig. 39 A-B). Al estudiar mediante DEXA los fémures de los ratones A2AKO, 
observamos que en cuanto a la DMO y CMO no hay cambios significativos entre los 






Figura 39. Los ratones macho A2AKO no presentaron cambios en su peso, así como tampoco en el 
contenido mineral óseo y densidad mineral ósea. Los ratones A2AKO macho se dividieron en cuatro 
grupos: solución salina al 0.9% (control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 25 mg/kg/día, combinación 
de tenofovir 75 mg/kg/día y dipiridamol 25 mg/kg/día durante 4 semanas. (A) El peso se midió 
semanalmente. (B) Se realizó una exploración DEXA y se analizó la media grasa (g) y el % de grasa 
corporal en todos los grupos. (C) Se realizó DEXA y se analizó la DMO (g/cm3) y el CMO (g) en todos los 
grupos. Los datos se expresan como media EEM; (ANOVA). N= 5 control, N= 6 tenofovir, N= 5 
dipiridamol, N= 5 tenofovir + dipiridamol. Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 Por otro lado, para determinar la naturaleza de la pérdida ósea estudiamos la micro-
arquitectura ósea del fémur por microCT. Como se muestra en la figura 40 A y en la Tabla 7, el 
volumen y cantidad de hueso cortical y trabecular disminuyeron cuando tratamos los animales 
macho wild type con tenofovir. La pérdida de densidad y contenido mineral óseo fue más 




reducción en el volumen total de hueso (TV) y la relación del volumen óseo/volumen total (BV 
/ TV; p <0,05) (Tabla 7). La microCT reveló, además, que los ratones tratados con tenofovir 
tenían una disminución significativa en el número de trabéculas (Tb. N; p <0,005), mayor 
espacio entre las mismas (Tb. Sp; p <0,05) y disminución importante en la densidad mineral 
ósea (p <0,05); en comparación con ratones control sin tratamiento (Tabla 7). El co-
tratamiento con dipiridamol revertido todos los cambios deletéreos observados.  
 
Tabla 7. Resultados del análisis por microCT de fémures de ratones macho wild type tratados con 
tenofovir, dipiridamol o la combinación de ambos. Análisis por microCT de hueso cortical y trabecular 
en fémur de ratones macho wild type usando Skyscan 1172 microCT (media ± EEM). * p <0,05, 
**p<0,005,  *** p <0,001 vs Control (ANOVA). 
 
 En el caso de los ratones A2AKO, como se muestra en la figura 40 B y en la Tabla 8, 
el volumen y cantidad de hueso cortical no varió entre tratamientos significativamente. A nivel 
de hueso trabecular, los parámetros de remodelado y estructuración trabecular no mostraron 
cambios significativos entre tratamientos, salvo para el Tb.Sp (Tabla 8). Aunque, la 




una disminución en el entramado trabecular (Fig. 41 B), viéndose un mayor espaciado entre 
trabéculas (Tb. Sp.) en los animales tratados con tenofovir (Tabla 8). 
 
Figura 40. Cambios en la microarquitectura ósea producidos por tenofovir y dipiridamol in vivo en 
ratones macho wild type y A2AKO. Los ratones se dividieron en cuatro grupos: solución salina al 0,9% 
(control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 25 mg/kg/día, combinación de tenofovir 75 mg/kg/día, y 
dipiridamol 25 mg/kg/día durante 4 semanas. (A) Imágenes representativas de microCT de hueso 
cortical y trabecular en la parte media del fémur de los ratones macho wild type. N= 7 control, N= 7 
tenofovir, N= 6 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol. (B) Imágenes representativas de microCT de 
hueso cortical y trabecular en la parte media del fémur de los ratones macho A2AKO. N= 5 control, N= 6 






Tabla 8. Resultados del análisis por microCT de fémures de ratones macho A2AKO tratados con 
tenofovir, dipiridamol o la combinación de ambos. Análisis por microCT de hueso cortical y trabecular 
en fémur de ratones macho A2AKO usando Skyscan 1172 microCT (media ± EEM). &p <0,05 Tenofovir vs 
T+D, # p <0,05 Control vs T+D (ANOVA). 
 
  2.2.2. Tenofovir produjo el aumento de expresión de marcadores de 
resorción ósea in vivo a nivel histológico en ratones macho wild type, viéndose 
revertido esta acción por dipiridamol. No se vieron cambios histológicos en el 
modelo A2AKO. 
 El examen histológico indicó que hubo un aumento en el número de osteoclastos 
teñidos con TRAP en la metáfisis femoral de ratones macho wild type tratados con tenofovir 
(83 ± 31 osteoclastos / área de análisis vs 27 ± 1 osteoclastos / área de análisis para los ratones 
control, p <0,05). Este incremento se revirtió cuando los ratones se trataron con dipiridamol 
(30 ± 2 osteoclastos / área de análisis, p<0,005 vs tenofovir; Fig. 41 A). Al igual que para los 
congéneres wild type, los huesos largos de los ratones A2AKO se procesaron y se realizó la 
correspondiente tinción con TRAP (Fig. 41 B). No vimos cambios significativos en el número de 





Figura 41. Cambios en el remodelado óseo producidos por tenofovir y dipiridamol in vivo en ratones 
macho wild type y A2AKO. (A) Imágenes representativas de la tinción con TRAP para osteoclastos en el 
fémur de ratones macho wild type y el número medio de osteoclastos por área (medidas tomadas en 2 
campos diferentes por muestra). N= 10 control, N= 10 tenofovir, N= 9 dipiridamol, N= 9 tenofovir + 
dipiridamol. (B) Imágenes representativas de la tinción con TRAP para osteoclastos en el fémur de 
ratones macho A2AKO y el número medio de osteoclastos por área (medidas tomadas en 2 campos 
diferentes por muestra). N= 8 control, N= 8 tenofovir, N= 8 dipiridamol, N= 8 tenofovir + dipiridamol. *p 
<0,05, **p <0,005 ***p <0,0001 vs control (ANOVA). Escala: 50 µm. Aumento: 40X. Tenof + Dipi: 






Figura 42. Inmunofluorescencia de marcadores de remodelado óseo en cortes de huesos largos de 
ratones wild type macho. Se procesaron huesos largos y se realizó inmunofluorescencia de los 
diferentes marcadores de remodelado óseo. Se muestran imágenes representativas para catepsina K, 
CD68, RANKL, osteoprotegerina y fosfatasa alcalina (verde). Los núcleos se muestran en azul (Dapi). N= 
10 control, N= 10 tenofovir, N= 9 dipiridamol, N= 9 tenofovir + dipiridamol. Escala: 20 µm. Aumento: 
40X. 
 
 Por su parte, mediante inmunofluorescencia, corroboramos los resultados observados. 
Cuando los osteoclastos se identificaron mediante tinción inmunohistológica para la catepsina 
K (Fig. 42), observamos un aumento de la expresión en los tejidos de ratones tratados con 
tenofovir, revirtiéndose tal efecto con dipiridamol. También estudiamos la presencia de 
macrófagos (células CD68 positivo), comprobando que seguían una tendencia similar a 
catepsina K (Fig. 42). Otros de los marcadores de remodelado óseo estudiados por 
inmunofluorescencia fue RANKL, el cual experimentó un aumento en su expresión en las 
muestras de ratones tratadas con tenofovir. Por su parte, la expresión de OPG en los tejidos de 
ratones tratados con tenofovir disminuyó considerablemente, recuperándose 




FA-positivas (fosfatasa alcalina, marcador anabólico de osteoblastos) no cambiaron en cuanto 
a expresión con los diferentes tratamientos (Fig. 42), sugiriendo que la disminución de la 
densidad y volumen óseo es resultante de un aumento de la resorción ósea.  
 
Figura 43. Inmunofluorescencia de marcadores de remodelado óseo en cortes de huesos largos de 
ratones macho A2AKO. Se procesaron huesos largos y se realizó inmunofluorescencia de los diferentes 
marcadores de remodelado óseo. Se muestran imágenes representativas para catepsina K, CD68, 
RANKL, osteoprotegerina y fosfatasa alcalina (verde). Los núcleos se muestran en azul (Dapi). N= 8 
control, N= 8 tenofovir, N= 8 dipiridamol, N= 8 tenofovir + dipiridamol. Escala: 20 µm. Aumento: 40X. 
 
 Al igual que para los congéneres wild type, los huesos largos de los ratones A2AKO se 
procesaron y se realizó la correspondiente tinción inmunohistológica (Fig. 43). La tinción de 
inmunofluorescencia mostró que los ratones tratados con tenofovir tuvieron una señal 
aumentada del marcador de osteoclastos catepsina K. La tinción con RANKL también se 
incrementó en los animales tratados con tenofovir con una disminución concomitante en la 
expresión de OPG. Por su parte, CD68 (marcador de macrófagos) y FA no cambiaron 




de cambiar la expresión de los marcadores en estudio debido a la ausencia del receptor A2A 
(Fig. 43). 
 
  2.2.3. El tratamiento con tenofovir indujo la pérdida de peso y grasa 
corporal, disminución de la DMO y alteración de la micro-arquitectura ósea en 
ratonas OVX wild type, sin verse cambios en los congéneres A2AKO. 
 Al igual que hicimos con los ratones macho (apartado 2.2.1), tratamos ratonas 
ovariectomizadas con tenofovir, dipiridamol y la combinación de los dos fármacos. En el 
modelo de ratones macho estudiamos principalmente el efecto directo de tenofovir en el 
remodelado óseo, mientras que en el modelo de hembras ovariectomizadas se intentó recrear 
un estado osteoporótico en el animal, tratando de simular lo que ocurriría en el paciente con 
VIH y osteopenia. Comparando con los ratones control (OVX tratadas con salino 0,9%) y sham 
(manipuladas sin extirpación de ovarios), observamos que las ratonas tratadas con tenofovir 
(75 mg/kg/día) perdieron en torno al 15% del peso corporal a lo largo de las 5 semanas de 
tratamiento (p <0,001); sin embargo, ésta pérdida se ve contrarrestada cuando las ratonas 
fueron tratadas con la combinación de tenofovir y dipiridamol (25 mg/kg/día) (Fig. 44 A). El 
DEXA de cuerpo completo demostró, además, que las ratonas tratadas con tenofovir 
registraron un descenso del 18% en peso (p <0,05) y un reducción significativa en el porcentaje 
de grasa corporal (p <0,05). En las ratonas tratadas con dipiridamol observamos que la pérdida 
de peso y grasa corporal no fue tan abrupta (Fig. 44 B). Los datos encontrados en el peso y 
grasa corporal se asemejan a la evolución que encontramos en los ratones macho estudiados, 





Figura 44. Tenofovir indujo la pérdida de peso, disminuyó la DMO y promovió la reducción de la grasa 
corporal en ratonas OVX wild type, sin verse revertido tal efecto por dipiridamol. Las ratonas se 
dividieron en cinco grupos: sham, solución salina al 0.9% (control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 
25 mg/kg/día, combinación de tenofovir 75 mg/kg/día y dipiridamol 25 mg/kg/día durante 5 semanas. 
(A) El peso se midió semanalmente. (B) Se realizó una exploración DEXA y se analizó la media grasa (g) y 
el % de grasa corporal en todos los grupos. (C) Se realizó DEXA y se analizó la DMO (g/cm3) y el CMO (g) 
en todos los grupos. N= 3 sham, N= 6 control, N= 6 tenofovir, N= 6 dipiridamol, N= 6 tenofovir + 
dipiridamol. Los datos se expresan como media ± EEM. * p <0,05, ** p <0,005,  *** p <0,001 vs Control 
(ANOVA). Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 El escaneo densitométrico también reveló una disminución en la DMO cuando se 
trataron las ratonas con tenofovir (Tabla 9, Fig. 44 C), y el tratamiento posterior con 




C). En este último caso observamos una disminución muy marcada del contenido mineral óseo 
en los ratones tratados con tenofovir con respecto a sham (Fig. 44 C). 
Tabla 9. Resultados del análisis por microCT de fémures de ratonas OVX wild type tratadas con 
tenofovir, dipiridamol o la combinación de ambos. Análisis por microCT de hueso cortical y trabecular 
en fémur de ratonas OVX wild type usando Skyscan 1172 microCT. Los datos se expresan como media ± 
EEM (n = 10 por grupo). % Sham vs T+D  p <0,05, + Sham vs Control p <0,05, € Sham vs Tenofovir 
p<0,005, $ Tenofovir vs Dipiridamol p<0,005, & Tenofovir vs T+D *** p <0,005 vs control (ANOVA). 
 
 En la tabla 9 se recogen los datos de microCT tanto de hueso cortical como trabecular. 
Se observó un descenso significativo de la DMO en las ratonas tratadas con tenofovir, así como 
cambio deletéreos en hueso trabeculares. Se redujo significativamente el número de 
trabéculas, a la vez que éstas fueron más delgadas y con mayor separación entre ellas. Estos 
efectos deletéreos se revirtieron con dipiridamol, aumentando el número de trabéculas 
significativamente con respecto a las tratadas con tenofovir. 
 Al igual que observamos en los ratones macho A2AKO, cuando estudiamos los datos de 
peso y grasa corporal en las ratonas silenciados para el gen del A2AR observamos que las 




verse cambios significativos entre los tratamientos. De igual modo, no observamos cambios en 
la grasa corporal de las ratonas de los diferentes grupos (Fig. 45 A-B). En cuanto a la medida 
densitométrica de DMO y CMO, observamos que las ratonas tratadas con tenofovir presentan 
valores más bajos que las ratonas control (no siendo significativo el cambio), no viéndose 
revertido el efecto resortivo por dipiridamol (Fig. 45 C). A nivel trabecular se aprecian cambios 
que no llegan a ser significativos en los parámetros de remodelado óseo cuando tratamos con 
tenofovir, viéndose reducido tanto BV (Tabla 10) como BV/TV (Tabla 10), sin revertirse 
eficazmente con dipiridamol (Tabla 10). 
 
Figura 45. Las ratonas OVX A2AKO no presentaron cambios significativos en su peso, así como en el 
contenido mineral óseo y densidad mineral ósea. Las ratonas se dividieron en cinco grupos: sham, 
solución salina al 0.9% (control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 25 mg/kg/día, combinación de 
tenofovir 75 mg/kg/día y dipiridamol 25 mg/kg/día durante 4 semanas. (A) El peso se midió 
semanalmente. (B) Se realizó una exploración DEXA y se analizó la media grasa (g) y el % de grasa 
corporal en todos los grupos. (C) Se realizó DEXA y se analizó la DMO (g/cm3) y el CMO (g) en todos los 
grupos. Los datos se expresan como media ± EEM. N= 4 sham, N= 3 control, N= 2 tenofovir, N= 4 




Tabla 10. Resultados del análisis por microCT de fémures de ratonas OVX A2AKO tratadas con 
tenofovir, dipiridamol o la combinación de ambos. Análisis por microCT de hueso cortical y trabecular 
en fémur de ratonas OVX A2AKO usando Skyscan 1172 microCT (media ± EEM, n = 10 por grupo) 
(ANOVA). 
 
En el caso de las ratonas OVX wild type, como se muestra en la figura 46 A y en la tabla 
9, no se vieron cambios significativos entre tratamientos en cuanto a los parámetros corticales; 
pero si que se evidenció la perdida de hueso trabecular en las ratonas tratadas con tenofovir 
(Fig. 46 A). Dipiridamol consiguió revertir esta pérdida de hueso trabecular de forma 
significativa (tabla 9 y Fig. 46 A). En cambio, cuando observamos los datos de microCT de los 
fémures de las ratonas OVX A2AKO, no encontramos cambios significativos entre tratamientos 









Figura 46. Cambios en la microarquitectura ósea producidos por tenofovir y dipiridamol in vivo en 
ratonas OVX wild type y A2AKO. Las ratonas se dividieron en cinco grupos: sham, solución salina al 0.9% 
(control), tenofovir 75 mg/kg/día, dipiridamol 25 mg/kg/día, combinación de tenofovir 75 mg/kg/día y 
dipiridamol 25 mg/kg/día durante 4 semanas. (A) Imágenes representativas de microCT de hueso 
cortical y trabecular en la parte media del fémur de las ratonas OVX wild type. N= 3 sham, N= 6 control, 
N= 6 tenofovir, N= 6 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol.  (B) Imágenes representativas de microCT 
de hueso cortical y trabecular en la parte media del fémur de las ratonas OVX A2AKO.  N= 4 sham, N= 3 







  2.2.4. Tenofovir produjo el aumento de expresión de marcadores de 
resorción ósea in vivo a nivel histológico en ratonas OVX wild type, viéndose 
revertido esta acción por dipiridamol. No se vieron cambios histológicos en el 
modelo A2AKO. 
 Al igual que hicimos en el modelo murino de ratones macho, mediante inmunotinción 
e inmunofluorescencia, corroboramos el aumento de la expresión de marcadores de 
remodelado óseo involucrados en la diferenciación de los osteoclastos. En el modelo wild type 
se observó un aumento de la expresión de osteoclastos activos [(29 ± 3 osteoclastos / área de 
análisis vs 25 ± 5 osteoclastos / área de análisis), para las ratonas control, p <0,05] [(29 ± 3 
osteoclastos / área de análisis vs 18 ± 10 osteoclastos / área de análisis), para las ratonas 
sham, p <0,05] (Fig. 47 A). Este incremento se revirtió cuando las ratonas se trataron con 
dipiridamol (19 ± 2 osteoclastos / área de análisis, p<0,005 vs tenofovir; Fig. 47 A). No 
observamos cambios en el número de osteoclastos teñidos con la tinción TRAP en el modelo 





Figura 47. Cambios en el remodelado óseo producidos por tenofovir y dipiridamol in vivo en ratonas 
OVX wild type y A2AKO. (A) Imágenes representativas de la tinción con TRAP para osteoclastos en el 
fémur de ratonas OVX wild type y el número medio de osteoclastos por área (medidas tomadas en 2 
campos diferentes por muestra). N= 3 sham, N= 6 control, N= 6 tenofovir, N= 7 dipiridamol, N= 6 
tenofovir + dipiridamol. (B) Imágenes representativas de la tinción con TRAP para osteoclastos en el 
fémur de ratonas OVX A2AKO y el número medio de osteoclastos por área (medidas tomadas en 2 
campos diferentes por muestra). N= 4 sham, N= 3 control, N= 2 tenofovir, N= 4 dipiridamol, N= 4 
tenofovir + dipiridamol. Las imágenes fueron tomadas a 40X. Barra de escala indica 50 mm. *p <0,05, 
**p <0,005 ***p <0,0001 vs control (ANOVA). Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 Cuando los osteoclastos se identificaron mediante tinción inmunohistológica para 




ratonas tratados con tenofovir, revirtiéndose tal efecto cuando combinamos el tratamiento 
con dipiridamol. En cuanto a la expresión de OPG, se observó que el tratamiento con 
dipiridamol produjo un aumento de su expresión con respecto a las ratonas que recibieron 
tenofovir. En el caso de CD68 no se vieron cambios significativos en cuanto a su expresión con 
los diferentes tratamientos. Al igual que para CD68, las células FA-positivas no cambiaron 
significativamente en cuanto a expresión con los diferentes tratamientos (Fig. 48), lo que 
sugiere una posible disminución de la densidad y volumen óseo resultante de un aumento de 
la resorción ósea. Este hecho corrobora lo observado en el modelo murino de ratones macho 
wild type. 
 
Figura 48. Inmunofluorescencia de marcadores de remodelado óseo en cortes de huesos largos de 
ratonas OVX wild type. Se procesaron huesos largos y se realizó inmunofluorescencia de los diferentes 
marcadores de remodelado óseo. Se muestran imágenes representativas para catepsina K, CD68, 
RANKL, osteoprotegerina y fosfatasa alcalina (verde). Los núcleos se muestran en azul (Dapi). N= 3 sham, 
N= 6 control, N= 6 tenofovir, N= 7 dipiridamol, N= 6 tenofovir + dipiridamol. Escala: 20 µm. Aumento: 
40X. 
 Como cabría esperar por la ausencia del receptor A2A de adenosina, la expresión de los 




homogénea con los diferentes tratamientos aplicados, sin verse cambios significativos entre 
los ratones tratados con tenofovir y los que recibieron dipiridamol o la combinación de ambos 
(Fig. 49).  
 
Figura 49. Inmunofluorescencia de marcadores de remodelado óseo en cortes de huesos largos de 
ratonas OVX A2AKO. Se procesaron huesos largos y se realizó inmunofluorescencia de los diferentes 
marcadores de remodelado óseo. Se muestran imágenes representativas para catepsina K, CD68, 
RANKL, osteoprotegerina y fosfatasa alcalina (verde). Los núcleos se muestran en azul (Dapi). N= 4 sham, 






  2.2.5. El tratamiento con tenofovir no indujo osteomalacia ni cambios 




 Complementariamente a los experimentos realizados; y debido a que uno de los 
efectos más comunes de tenofovir descrito en el metabolismo mineral de pacientes con VIH es 
la hipofosfatemia derivando en osteomalacia [154], medimos los niveles de fósforo en suero 
en nuestros ratones macho y hembra wild type (Fig. 50). No se encontraron cambios 
significativos en los niveles séricos de fósforo en ratones tratados con tenofovir, dipiridamol y 
la combinación de los dos.  
 
Figura 50. Medidas de fósforo sérico en suero. (A) Medidas de fósforo sérico de ratones macho wild 
type. (B) Medidas de fósforo sérico de ratonas OVX wild type. Se extrajo sangre e inmediatamente se 
procesó el suero para su posterior medida con el equipo ADVIA 2400 (Siemens®). Los resultados son la 
media de los valores ± EEM (N= 5 animales por grupo). Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 Además, estudiamos el grosor del osteoide bajo doble tinción tricrómica (Fig. 51). No 
encontramos ninguna diferencia significativa de grosor en ninguno de los animales tratados en 






Figura 51. Medida del grosor del osteoide en cortes de huesos largos de ratones macho wild type. 
Imágenes representativas de cada uno de los grupos en estudio. Se representa el corte histológico 
teñido con tricrómico de Mason del hueso cortical, para la medición del osteoide. Los resultados son la 
media de los valores ± EEM (N= 5 animales por grupo). Tenof + Dipi: tenofovir + dipiridamol. 
 
 2.3. RESULTADOS IN VIVO EN PACIENTES VIH.  
  2.3.1. Características epidemiológicas y socio-demográficas de los 
pacientes con VIH en estudio. 
 Todos los datos epidemiológicos, socio-demográficos y los parámetros inmunológicos y 
bioquímicos relacionados con el virus y la infección no se describen en la presente tesis 
doctoral. Esto es debido a que formaran parte de otra tesis doctoral defendida por una 
colaboradora clínica que participó en el estudio. Solamente se incluyen y se describen los 
datos relacionados con el metabolismo y remodelado óseo de los pacientes que recibieron 







  2.3.2. Cambios en los marcadores de remodelado óseo de los 
pacientes con VIH tratados con tenofovir (TDF y TAF). 
 Los marcadores de remodelado óseo se analizaron mediante kits multiplex de ELISA en 
la plataforma Luminex®. Observamos que los pacientes tratados con TDF (tenofovir disoproxil 
fumarato) y TAF (tenofovir alafenamida) mostraron un perfil osteoclástico más evidente que 
otros tratamientos sin tenofovir: inhibidores de la proteasa (IP), abacavir (inhibidores de 
nucleósidos (no tenofovir) de la transcriptasa inversa, ABC) e inhibidores de la integrasa + 
inhibidores de nucleósidos (no tenofovir) de la transcriptasa inversa (Triumeq) (estos datos no 
se muestran debido a que son parte de otra tesis doctoral). El estudio demostró que tras 12 
meses de tratamiento, los marcadores óseos estudiados denotan una clara activación de la 
remodelación ósea hacia un perfil resortivo.  
 En los pacientes tratados con TDF a los 3 meses observamos que CTX aumenta un 
62,1% con respecto al valor basal (p=0,064). En el caso de los pacientes tratados con TAF el 
aumento de CTX fue del 42,6% con respecto a su basal (p=0,011). Por otro lado observamos 
que el P1NP aumentó un 31,7% con respecto al basal en los pacientes tratados con TDF 
(p=0,004) y 3,8% en el caso de los pacientes tratados con TAF (p=0,243). En cuanto a la 
osteocalcina (OC), en el grupo TDF observamos un aumento de 38,6% (p=0,001) siendo el 
aumento del 27,3% en grupo TAF (p= 0,001). Con respecto al TRAP en el grupo TDF notamos 
un aumento  de 11,1% con respecto a su basal (p=0,003) y en el grupo con TAF un aumento del 
21% (p=0,008). La PTH en el grupo TDF notamos una disminución de un 1,9% (p=1,000) y 5,8% 
(p=0,934) en el grupo TAF (Tabla 11).  
 Los parámetros analizados con Luminex® se detallan a continuación. DKK1 se redujo en 
un 21% (p=0,098) en el grupo TDF, y 15,7% en el TAF (p=0,515). La osteoprostegerina (OPG) 
disminuyó en un 23,4% en los pacientes tratados con TDF (p=0,003) y un 28,8% en el grupo 
TAF (0,049). Por otro lado, osteopontina (OPN) aumentó 19,3% con respecto al basal (p=0,045) 
en el grupo TDF y 13,6% en el grupo TAF (p=0,104). La esclerostina (SOST) se vio disminuida en 
un 9,8% en los pacientes tratados con TFD (p=0,074) y un 30,5% en el grupo tratado con TAF 
(p=0,216). Finalmente RANKL aumentó un 17,7% (p=0,61) en el grupo TDF, sin observarse 
cambio en el grupo TAF (p=0,675) (Tabla 11).  
 A los 12 meses del tratamiento con respecto al estadio basal, observamos que CTX 
aumentó hasta un 92,3% (p<0,0001) en el grupo tratado con TDF, y 28,5% el TAF (p=0,052). 




respecto a la OC en el grupo TDF observamos un aumento del 49,6% (p<0,0001) en cambio 
para TAF el incremento fue del 1,6% (p=0,0241). El TRAP aumentó 51,1% en el grupo TDF 
(p=0,002) y en el grupo TAF observamos un aumento de 120 veces el basal (p<0,0001). La PTH 
aumentó un 35,8% en los pacientes tratados con TDF (p=0,078), muy similar al incremento 
observado en el grupo TAF (37,1%; p=0,052) (Tabla 11).  
 Por otro lado, en cuanto a los parámetros medidos por Luminex®, DKK1, OPG, OPN y 
SOST experimentaron un aumento con respecto al basal del 67,4%, 20,1%, 63,5% y 20,2%, 
respectivamente (p=0,049, p=0,244, p=0,013 y p=0,497; respectivamente); cuando los 
pacientes se trataron con TDF. En el caso del grupo tratado con TAF, observamos que DKK1 
disminuyó un 12,3% (p=0,241), mientras que OPG, OPN y SOST aumentaron 0,7%, 23,4% y 
16,9%, respectivamente (p=0,623, p=0,123 y p=0,296). Finalmente, observamos para ambos 
grupos de tratamiento un llamativo incremento en RANKL, elevándose en torno a 900 veces 
















Tabla 11. Datos basales, 3 meses y 12 meses posteriores al tratamiento para marcadores óseos 
medidos mediante ELISA multiplex con tecnología LUMINEX MAGPIX®. Cambios cuantitativos de los 
diferentes marcadores óseos en plasma al nivel basal, 3 y 12 meses después del tratamiento. Se 
muestran los datos referentes a los paciente tratados con tenofovir, tanto TDF como TAF. Los cambios 
se describen por porcentaje, mediana y cuartiles (entre paréntesis), utilizando la prueba de clasificación 
de Wilcoxon.  P1= Basal vs 3 ó 12 meses para cada tratamiento, P2= comparación de la variación de cada 






  2.3.3. Cambios en el perfil inflamatorio de los pacientes con VIH 
tratados con tenofovir (TDF y TAF).  
 Una vez analizadas las diferentes citoquinas en los pacientes con VIH, se observó que 
tanto el grupo tratado con TDF como los tratados con TAF, mostraron a los 3 meses de 
tratamiento un aumento de las citoquinas pro-inflamatorias con respecto a su estado basal 
(Tabla 12). El aumento fue más acentuado en los pacientes que recibieron tratamiento con 
TAF. Además, también se produjo un aumento generalizado de las citoquinas anti-
inflamatorias a los 3 meses del inicio del tratamiento en el grupo TAF (Tabla 12).  En el grupo 
tratado con TDF, en cuanto a las citoquinas anti-inflamatorias, se vio que disminuían con 
respecto al estado basal de forma generalizada (Tabla 12). 
 A los 12 meses de tratamiento, seguimos viendo que tanto en el grupo TDF como TAF, 
las citoquinas pro-inflamatorias experimentaron un incremento significativo con respecto a los 
niveles basales (Tabla 12). En el caso de las citoquinas anti-inflamatorias el perfil fue muy 
variable; unas se redujeron con respecto al basal en ambos grupos de tratamiento [IL-10, IL-4 y 
IL-5 (en el caso de TDF)] y otras experimentaron un incremento al cabo de los 12 meses de 






































Tabla 12. Datos basales, 3 meses y 12 meses posteriores al tratamiento para los niveles plasmáticos 
de citoquinas pro y antiinflamatorias, medidas mediante ELISA multiplex con tecnología LUMINEX 
MAGPIX®. Cambios cuantitativos de las diferentes citoquinas pro y anti-inflamatorias medias en plasma 
a nivel basal, 3 y 12 meses después del tratamiento. Se muestran los datos referentes a los paciente 
tratados con tenofovir, tanto TDF como TAF. Los cambios se describen por porcentaje, mediana y 
cuartiles (entre paréntesis), utilizando la prueba de clasificación de Wilcoxon.  P1= Basal vs 3 ó 12 meses 





















1. Impacto de la manipulación quiropráctica en la prevención de la 
artrosis en un modelo animal de conejo. 
 El trabajo descrito en la presente tesis doctoral y los resultados obtenidos, han 
permitido evidenciar el por qué la MQ podría ser una alternativa eficaz para el tratamiento de 
enfermedades musculoesqueléticas como la OA. Se ha caracterizado el efecto de esta terapia 
manipulativa en el remodelado óseo a través del sistema RANKL/OPG y la evaluación de 
marcadores de remodelado como TRAP y FA. A su vez, se ha demostrado la asociación 
existente entre el remodelado óseo y la homeostasis del metabolismo del cartílago valorando 
el daño histológico presente en las articulaciones de los conejos artrósicos que recibieron MQ 
y los que no la recibieron. Por otro lado, en ambos grupos de animales, se han analizado los 
cambios histológicos de la membrana sinovial desencadenados por cambios en la estructura 
de la matriz extracelular (MMP-3, COLVI, CD31 y VEGF), la liberación de mediadores pro-
inflamatorios (TNF-α, IL-1β, COX-2) e infiltrado celular (RAM-11). Finalmente, y de modo muy 
preliminar, se ha estudiado en sinovial la expresión de neurotrofinas importantes en la 
regulación de la inervación de tejidos dañados (Sema 3A y Netrina-1), relacionándola con una 
posible acción moduladora del dolor por parte de la MQ. 
 A continuación, se analizan los principales resultados obtenidos de cada uno de los 
tejidos descritos en este trabajo de tesis. 
  
 1.1. La MQ con ActivatorV® modula el remodelado del hueso cortical 
subcondral y hueso trabecular subcondral en la tibia de los conejos artrósicos. 
 Asociada a la OA, se ha descrito que la pérdida de movilidad y función de las 
extremidades conlleva a una desmineralización del hueso [155] y sarcopenia [156]. El menor 
contenido mineral óseo observado en este modelo, junto con la posible menor masa muscular 
pudieran estar contribuyendo a la pérdida de peso que se observó en los animales artrósicos 
con respecto a los sanos en el estudio [155, 156]. Además, la propia cirugía para producir la 
enfermedad pudiera estar incidiendo también en esta pérdida de peso [157]. 
 En cuanto a la desmineralización ósea, característica de este modelo, se ha descrito 
que la mayor pérdida de DMO tibial en la OA se produce principalmente en las placas tibiales 
internas [158, 159]. Esto parece ser debido al mal alineamiento estático de la rodilla y la 




principalmente sobre la región interna y repartiéndose progresivamente hacia la zona lateral 
externa [158, 159]. Curiosamente, a pesar de que las placas tibiales externas, fueron las 
regiones articulares más próximas al lugar donde se aplicó la MQ, toda  la placa tibial se vio 
afectada por las ondas de choque inducidas por el ActivatorV®. Esto pudiera estar relacionado 
con el grado de expansión de la onda de choque por el espacio tridimensional, a través de las 
diferencias de presiones y la cavitación generadas [57, 160]. 
 La mejoría en los parámetros de masa ósea observada tras la MQ en este modelo, han 
sido descritos anteriormente por López-Herradón y colaboradores en un modelo de 
osteoporosis en rata [77]. Resultados similares han sido expuestos por Shi y colaboradores al 
analizar el efecto de la EWST en pacientes osteoporóticas postmenopáusicas que sufrían OP 
lumbar y femoral [161]. Estos autores sostienen la hipótesis de que el estímulo con ondas de 
choque podría estar induciendo la expresión y secreción de factores de crecimiento, que 
potenciarían la actividad de los osteoblastos y se estaría inhibiendo la diferenciación de los 
osteoclastos y su efecto resortivo en el hueso [161]. En consonancia con lo descrito 
anteriormente, en este modelo de OA se observó una reducción en la expresión de 
marcadores de diferenciación de osteoclastos y su actividad tras la MQ. Así, el ratio 
RANKL/OPG  tanto en el hueso subcondral como en el cartílago fue mayor en las muestras de 
los animales que recibieron falsa MQ, que los encontrados en los conejos que recibieron la 
verdadera manipulación. En este sentido, varios trabajos previos han sugerido que los 
condrocitos hipertróficos de la placa de crecimiento en la OA, podrían participar en la 
diferenciación de precursores de osteoclastos debido a que expresan RANKL en mayor medida 
que OPG modificando su equilibrio a favor de la osteoclastogénesis [32, 37]. Esta circunstancia 
remarcaría el poder modulador del impacto mecánico inducido por el ActivatorV® en el 
remodelado óseo, a través del control de la actividad de osteoclastos y osteoblastos, y 
refuerza la idea del sistema RANKL/OPG como una diana terapéutica importante a tener en 
cuenta en la enfermedad de OA [32, 37].  El resultado de la tinción TRAP (fosfatasa ácida 
resistente a tartrato, sintetizada por osteoclastos) apoya la idea de la mayor activación 
osteoclástica presente en los huesos artrósicos con falsa MQ y la reversión (parcial) de la 
resorción ósea con la MQ.  
 Por otro lado, los resultados obtenidos tras estudiar la actividad osteoblastogénica  
mediante la expresión de la fosfatasa alcalina (FA), siguen la tendencia descrita 
anteriormente, apoyando la hipótesis de la modulación del remodelado óseo por parte de 
la MQ. Así, con la MQ se consigue revertir parcialmente el daño producido en el hueso 




menor activación de los osteoblastos, debido a que la matriz ósea se encuentra menos 
deteriorada y no se produce el efecto anabólico compensador [36] visto en las tibias de los 
conejos que no recibieron la MQ.  
 En cuanto a la microarquitectura del hueso subcondral se observó una clara 
diferencia en las tibias que recibieron verdadera MQ: un aumento en el número de trabéculas, 
con la consiguiente reducción de espacio entre ellas, en comparación con las tibias que 
recibieron falsa MQ, cuyo número se encontraba disminuido respecto a los animales sanos. 
Resultados similares fueron  descritos por López-Herradón y colaboradores en el estudio del 
hueso trabecular femoral en ratas osteoporóticas manipuladas con ActivatorV® [77]. 
Curiosamente, a diferencia de lo visto en el citado trabajo, en el modelo de OA se observó que 
el grosor de las trabéculas en las tibias del grupo que recibió verdadera MQ fue menor que el 
encontrado en los animales con falsa manipulación. El hecho de no encontrar diferencias en el 
grosor trabecular en el modelo de rata, podría explicarse en base a lo que Longo y 
colaboradores describieron recientemente [162]. De todos los parámetros medidos por 
microCT, el grosor trabecular es un parámetro que tiende a sobreestimarse cuando se analiza, 
debido al propio algoritmo e interpretación digital en 3D que realiza el software [162], dando 
lugar a variaciones entre el grosor real y el digitalizado. Además, con un tamaño de vóxel de 
medida más grande (como sería en nuestro caso), se dificulta la identificación de los límites 
trabeculares y la medida de su grosor, ya que las imágenes se pixelan y la superficie se 
expande un poco (más cuanto menor es el tamaño de la muestra analizada), lo que resulta en 
una medida imprecisa del grosor de la superficie binarizada [163, 164]. Por otro lado, las 
diferencias anatómicas entre la tibia de conejo y la de rata, es otro factor a tener en cuenta en 
la resolución del análisis por microCT del hueso trabecular [165], y que habría que considerar a 
la hora de interpretar las diferencias observadas en el grosor trabecular entre los dos modelos. 
 Resultados obtenidos en trabajos sobre OA y el ESWT, apoyan la idea de que esta 
terapia es capaz de modular y reducir los efectos catabólicos desencadenados por los 
osteoclastos en la resorción ósea, tanto en hueso trabecular subcondral como cortical 
subcondral, lo que conlleva a una mejora de las propiedades biomecánicas del hueso [166-
169]. Esto podría explicar los efectos observados en este modelo animal. Como se vio para el 
hueso subcondral cortical, en el hueso subcondral trabecular, el estímulo mecánico con 
ActivatorV® estaría modulando y reduciendo el efecto resortivo de los osteoclastos, lo que se 
traduciría en un mayor número de trabéculas pero que podrían presentar propiedades 




 1.2. El estímulo mecánico aplicado con ActivatorV® reduce las lesiones en el 
cartílago generadas durante la artrosis.  
 Está ampliamente descrito en la bibliografía el efecto producido por la escisión del 
ligamento cruzado anterior en la degeneración del cartílago, resultando en un aumento 
directo del estrés por contacto tibia-femoral [170]. Se ha demostrado que la escisión del 
ligamento cruzado anterior, la menisectomía y la sobrecarga repetida a largo plazo inducen la 
degeneración del cartílago a lo largo del tiempo en términos de fisuras superficiales, 
hipocelularidad, pérdida de integridad estructural, disminución de proteoglicanos y pérdida de 
consistencia general del tejido [170-176]. La fisuración y la pérdida de proteoglicanos tienden 
a empeorar con el tiempo [177-180], manteniéndose el grado degenerativo de forma 
homogénea en todo la superficie tisular del cartílago articular [181, 182]. Por otro lado, la 
proximidad entre hueso y cartílago en la rodilla, proporciona un tránsito de proteínas y 
moléculas reguladoras entre ambos tejidos que condicionan el desarrollo y agravamiento de 
ambos tejidos en la OA [183]. En esta línea, datos científicos han demostrado que el sistema 
RANKL/OPG está íntimamente regulado por condrocitos y células óseas, modificando el 
recambio óseo en pacientes con OA [183]. De hecho, la mejora del hueso subcondral mediante 
la administración de agentes anti-resortivos como el alendronato o los bifosfonatos ha 
demostrado prevenir la progresión del daño del cartílago en la OA [177]. Es por ello que, como 
se describió en el apartado anterior, el ratio RANKL/OPG podría ser la clave en el efecto 
antiresortivo de la MQ, modulando la diferenciación de osteoclastos y osteoblastos; y 
regulando de este modo el daño producido, tanto en hueso como también en cartílago a 
través de la diferenciación condrocitaria. 
 Los datos extraídos del presente trabajo, proporcionan una evidencia histopatológica 
clara de daño en cartílago causado por la enfermedad. Esta afectación se observó tanto a nivel 
macroscópico en fémur, en forma de erosiones y pérdida de propiedades del cartílago, como a 
nivel microscópico en las tibias; y fue más severa en las tibias que recibieron falsa MQ. Con la 
MQ se observó una considerable mejoría en los parámetros analizados. Esta mejora en el 
cartílago se asoció un menor daño a nivel del hueso subcondral subyacente, lo que 
corroboraría la importante conexión molecular y fisiológica entre ambos tejidos [183]. 
 En línea con los resultados obtenidos, un elegante trabajo publicado recientemente 
por Wang y colaboradores [184] demostró que la ESWT aplicada en la articulación de ratas con 
OA provocada por disección del ligamento cruzado anterior, mejoró el daño del hueso 




en la articulación manipulada; algo ya descrito con anterioridad en otros trabajos [49, 50, 52, 
185]. Se destaca también en el trabajo, que la acción condroprotectora y los efectos descritos 
parecen ser sensibles a la ubicación del tratamiento, algo que también se ha visto en este 
modelo al estudiar el daño en el cartílago de tibias y fémures, y los datos obtenidos del estudio 
óseo en tibias. 
 El mecanismo exacto por el que la terapia con ondas de choque produce sus efectos 
sigue sin tener una explicación clara. Estudios previos han demostrado que estos efectos 
podrían deberse a cambios en la mecanotransducción que pudieran producir respuestas 
biológicas en los tejidos diana mediante la anti-inflamación, la promoción de la proliferación 
celular y la estimulación de la neovascularización, mejorando la regeneración y reparación 
tisular [186-188].  
 
 1.3. Regulación de la sinovitis y la inflamación a través del estímulo mecánico 
producido por la MQ.  
 La proliferación de fibroblastos en la matriz sinovial, la destrucción de la arquitectura 
de la íntima y la infiltración celular de linfocitos y macrófagos son eventos clave en la OA 
inflamatoria [189]. Estos procesos fueron analizados en este estudio, evidenciándose la 
sinovitis provocada por la OA en los animales. Todos los parámetros sinoviales histológicos se 
evaluaron en base a la puntuación histopatológica del Krenn Score empleado para la valoración 
de la sinovitis [135]. 
  La MQ produjo una reducción tanto de la desorganización arquitectónica tisular de la 
sinovial, como de la fibrotización del estroma y el infiltrado inflamatorio. Dada la significativa 
diferencia en cuanto al infiltrado inflamatorio observado en los cortes histológicos, se 
estudiaron tres marcadores pro-inflamatorios clásicos: IL1-β, TNF-α y COX-2 [146, 190]. 
Cuando se estudió la expresión de IL1-β y TNF-α, ambos marcadores aumentaron 
considerablemente en la membrana sinovial de los conejos artrósicos, especialmente en el 
grupo que no recibió MQ. El grupo OAVM presentó niveles de expresión más bajos para IL1-β y 
TNF-α. Este hecho se corresponde con el menor deterioro sinovial observado en el estudio 
histológico de la membrana sinovial con puntuación de Krenn. Del mismo modo, la expresión 
de COX-2 siguió el mismo patrón descrito para IL1-β y TNF-α. Esta observación sugiere que, 




inflamatorios [190, 191], y la MQ sería capaz de modular y disminuir la expresión de estos 
marcadores pro-inflamatorios.  
 En este sentido, estudios realizados previamente por Teodorczyk-Injeyan y 
colaboradores [192] y Roy y colaboradores [193] demostraron que la MQ de columna 
vertebral fue capaz de modular y reducir la expresión de marcadores inflamatorios como TNF-
α, IL-1β [192] e IL-6 y proteína C reactiva [193] en pacientes con lumbalgia. Los investigadores 
explicaron esta mejora de la inflamación en base a un mecanismo anti-inflamatorio central 
causado por la mejora ortopédica y anatómica de los pinzamientos e impedancias en la 
conducción nerviosa a través de la medula espinal [194-197]. Esta mejora fisiología y 
anatómica a nivel óseo y el consecuente efecto reductor de la inflamación local en la 
articulación, es lo que pudiera estar ocurriendo en el modelo de OA aquí estudiado al aplicar la 
MQ.   
 Por otro lado, se ha descrito y se conoce la estrecha relación entre la OA, la 
inflamación y la angiogénesis [198]. Estudios en pacientes han demostrado un aumento de la 
vascularización en las membranas sinoviales de enfermos con OA [199]. Tanto la proliferación 
de nuevos vasos sanguíneos como la inflamación tisular desarrollada por la enfermedad 
contribuyen a la liberación de mediadores inflamatorios circulantes. Estudios realizados en 
modelos animales de OA sostienen la posibilidad de que las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, 
IL-6 y TNF-α principalmente) puedan estimular la producción de COX-2 y la infiltración de 
macrófagos en los tejidos inflamados [200-202]. Además, datos publicados en la literatura 
sostienen que, los macrófagos activados promueven la angiogénesis por la producción de 
factores angiogénicos que incluyen, citoquinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento y 
quimiocinas; promoviendo la adhesión de células endoteliales, la expresión de receptores y la 
neo-vascularización [203]. De esta manera, la vascularización del tejido y la infiltración podrían 
estar regulándose mutuamente, contribuyendo al daño en la sinovial visto en durante el 
desarrollo de la OA.  
En este modelo se estudió la expresión de CD31, un marcador de células endoteliales; 
y por lo tanto, indicador de vascularización. La expresión de este marcador fue mayor en las 
membranas sinoviales del grupo OAFM con respecto al grupo OAVM. Además se observó un 
mayor aumento en la expresión de la proteína VEGF-164 en las membranas sinoviales de los 
conejos que recibieron falsa MQ en comparación con el grupo OAVM, demostrando así que, el 




Para analizar el infiltrado celular en la sinovial se estudió RAM-11, una proteína 
característica de macrófagos alveolares de conejo. Como se esperaba, se observó un aumento 
importante del infiltrado macrofágico en las membranas de las articulaciones que no 
recibieron MQ.  
Por otro lado, para valorar la fibrotización del tejido sinovial, se investigó la expresión 
de colágeno VI y la activación de metaloproteinasas (concretamente MMP-3). En este sentido, 
recientes estudios han demostrado, que la expresión de citoquinas como IL1-β y TNF-α 
producidas por sinoviocitos activados, regulan de manera significativa la expresión de genes de 
metaloproteinasas [204]. Así, y como era de esperar, la expresión de colágeno VI fue mayor en 
las sinoviales de los conejos que no recibieron MQ, en comparación con los que sí la 
recibieron. Resultados similares fueron obtenidos al estudiar la expresión de MMP-3.  
Datos en el mismo sentido fueron descritos por Wang y colaboradores; demostrando 
que la ESWT protegió el cartílago de los daños biomecánicos y previno la esclerosis subcondral 
a través de la regulación de metaloproteinasas (MMP-1, MMP-3 y TIMP-1) en cartílago y hueso 
subcondral [169].   
En resumen, en vista de los resultados obtenidos, la MQ pudiera estar contribuyendo a 
la conservación de la estructura de la membrana sinovial a través de la reducción en la 
expresión de metaloproteinasas, una menor angiogénesis e infiltración inflamatoria ligada a 
una menor expresión de citoquinas proinflamatorias fruto de la mejora fisiología y anatómica 
de la articulación.   
 
 1.4. Efecto de la MQ en la expresión de Sema 3A y Netrina-1 en membrana 
sinovial. Potencial implicación en la modulación del dolor en conejos artrósicos.  
 Recientemente se han descrito una serie de moléculas que juegan un papel importante 
en la regulación homeostática y neurosensitiva del tejido óseo y sinovial. Estas moléculas son 
las semaforinas, proteínas que inicialmente se asociaron al desarrollo del sistema nervioso y la 
comunicación neuronal [205].  
En cuanto a la membrana sinovial, se ha visto que se expresan a nivel endotelial y 
posee receptores en la superficie de este tejido, sugiriendo un papel en la regulación sensitiva 
y nociceptiva de la membrana [206]. En este sentido, parece que Sema 3A y sus receptores 




sensitiva aberrante [207]. Su efecto repulsivo axonal, podría proporcionar una nueva 
perspectiva terapéutica sobre factores moduladores de la inervación anormal de tejidos y del 
dolor. En esta línea, Hayashi y colaboradores demostraron la acción atenuadora de Sema 3A 
en cuanto a la transmisión del dolor neuropático en ratas con constricción del nervio ciático 
[208].  
 En el mismo sentido, datos recientes han demostrado el papel quimiorepulsivo de 
Netrina-1 en la inervación en ratas a las cuales se les indujo alodinia mecánica. El aumento de 
la expresión de Netrina-1 mediante la activación de sus receptores produjo una reducción de 
las aferencias primarias y la modulación de la alodinia mecánica y dolor neuropático [209, 
210].  
En este modelo se observó que, sorprendentemente, tanto la expresión proteica de 
Sema 3A (que no la génica, debido a un mecanismo de retroalimentación negativa de 
estimulación transcripcional y síntesis proteica) como de Netrina-1, se vieron aumentadas 
significativamente en el grupo OAFM con respecto al grupo que recibió la verdadera MQ, 
siendo mayor la expresión en los conejos artrósicos con respecto a los sanos.  
Novedosos estudios científicos han demostrado que la expresión de Sema 3A inhibe la 
sobreexpresión de MMPs inducida por VEGF en cartílago y tejidos degenerados durante la OA 
[211, 212]. Tanto Sema 3A como VEGF comparten el mismo receptor (plexina), y parece que 
ambos compiten a la hora de unirse al receptor y más específicamente en cuanto a su unión a 
neurofilina-1, co-receptor de plexina [213]. Por otro lado, Tu y colaboradores demostraron 
recientemente que Netrina-1 es esencial y necesaria para la activación de células endoteliales 
durante la angiogénesis, así como la transducción de señales para la activación de VEGF y la 
regeneración tisular [214]. En este mismo sentido, Wilson y colaboradores demostraron que la 
estimulación con Netrina-1 de ratones con isquemia y vasculopatía produjo un aumento de la 
neovascularización [215]. Es por estos motivos entre otros que, a nivel de células endoteliales 
y neuronas, existe una estrechísima regulación en cuanto a angiogénesis e innervación de novo 
en tejidos dañados. Además, está descrito que la señalización de VEGF parece estar asociada 
directamente con la hiperexicitabilidad de las neuronas sensoriales, reduciéndose la 
sensibilidad al dolor al desaparecer la señalización de VEGF [216, 217]. 
 Por lo tanto, con los datos extraídos se podría pensar que la MQ podría modular el 
dolor, no tanto por la evitación de la expansión de fibras sensitivas, como se ha sugerido en 
estudios sobre las ondas de choque extracorpóreas [188], sino por la reducción de la 




apartado 1.3). No obstante, y aunque atractivos, estos datos no dejan de ser datos 
preliminares que requieren de un estudio más exhaustivo.    
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo. Estudio de la activación del receptor 
A2A de adenosina como aproximación terapéutica en pacientes con VIH 
tratados con tenofovir. 
 Con este estudio ponemos de manifiesto cómo tenofovir, un análogo nucleotídico que 
inhibe el enzima transcriptasa reversa del virus del VIH, produce un efecto directo deletéreo 
en hueso independiente de la infección viral. Comprobamos el efecto de tenofovir en la 
diferenciación de osteoclastos y osteoblastos (tanto de origen murino como en líneas 
celulares). Además demostramos que tenofovir inhibe la salida de ATP mediada por panexina-
1/conexina-43 y caracterizaremos las rutas intracelulares involucradas en la pérdida ósea, a 
través de la ruta de MAPKs y NFƙB. Además, caracterizamos la aplicación terapéutica de 
dipiridamol, en cuanto a la protección frente a OP causada por tenofovir en modelos animales. 
Finalmente, describimos el perfil deletéreo óseo en pacientes con VIH naïve en las primeras 48 
semanas post-tratamiento midiendo marcadores de resorción ósea y citoquinas en suero. 
 A continuación se discuten los resultados obtenidos en cada estudio realizado. 
 
 2.1. Tenofovir es capaz de modular la diferenciación y función de los 
osteoclastos in vitro, viéndose revertido su efecto por el tratamiento con 
dipiridamol. 
 Tenofovir se internaliza en las células y en el interior celular es convertido por quinasas 
en polifosfatos de tenofovir, mediando los efectos antivirales del fármaco [218]. En relación 
con el modo de acción de tenofovir en la célula, Velasquez y colaboradores demostraron que, 
aunque tenofovir en sí mismo es un análogo estructural de AMP; realmente no interfiere con 
la actividad de la enzima ecto-5'nucleotidasa, crítica para la producción extracelular de 
adenosina [106]. En el citado trabajo, se demostró que el virus VIH se une al receptor de 
linfocitos T CD4+ y a los co-receptores CXCR4/CCR5 induciendo la apertura del receptor 




sus receptores purinérgicos P2X1 causando la entrada de calcio, y facilitando la entrada del 
virus y sus posteriores etapas de replicación [106]. Además, observaron que tenofovir era 
capaz de bloquear panexina-1 y con ello el transporte extracelular de ATP, inhibiendo de esta 
manera la entrada del virus a la célula y su posterior replicación. En el mismo sentido, 
recientemente Feig y colaboradores demostraron y confirmaron que la inhibición del 
transportador panexina-1 por tenofovir, disminuye los niveles extracelulares de ATP, y por 
consiguiente de adenosina, previniendo la fibrosis generada en modelos murinos cutáneos y 
hepáticos [108]. 
 En nuestros estudios in vitro, demostramos el efecto que tiene tenofovir en la 
diferenciación y función de los osteoclastos a través de la regulación por ATP y adenosina. 
Observamos que cuando las células se trataron con tenofovir, se produjo la potenciación en 
dosis dependiente de la diferenciación de los osteoclastos tanto de línea celular (RAW264.7) 
como de cultivo primario murino, así como un aumento de la expresión de marcadores de 
diferenciación osteoclastogénicos como catepsina K y RANKL. Además, observamos que el 
tratamiento con dipiridamol revirtió el efecto, bloqueando la entrada de adenosina a través de 
los transportadores ENT 1/2, y permitiendo un aumento de la concentración extracelular de 
adenosina y la activación de sus receptores, en particular A2AR, receptor importante para la 
inhibición de la osteoclastogénesis como se comprobó en trabajos anteriores [118, 128]. Este 
hecho se confirmó mediante los experimentos llevados a cabo en línea celular RAW264.7, en 
los que se estudió la acción de los transportadores panexina-1, conexina-43 y el receptor A2A 
de adenosina en la diferenciación y función de los osteoclastos. En ausencia de panexina-1 y 
conexina-43 el tratamiento con tenofovir no fue capaz de inducir un incremento en la 
diferenciación de los osteoclastos, y además tampoco incrementó la resorción en los discos de 
dentina en comparación con el control. Por el contrario, cuando se silenció el receptor A2A, 
tenofovir fue capaz de inducir ese incremento en la resorción y se apreciaron más fosas de 
erosión en los discos. Por su parte, dipiridamol consiguió revertir el efecto de tenofovir sobre 
la formación de fosas en las células RAW264.7 control y en las silenciadas para panexina-1 y 
conexina-43 estaban silenciadas, pero no en las silenciadas para A2AR. Demostrándose de este 
modo la importante acción directa de tenofovir sobre el transporte del ATP y la diferenciación 
y función de los osteoclastos; y por otro lado, el efecto de reversión de dipiridamol, 
modulando la diferenciación y función osteoclastogénica a través del A2AR de adenosina. 
 Pese a los diversos estudios que se han realizado del efecto de tenofovir en el 
metabolismo óseo, a nivel in vitro, este trabajo es uno de los primeros estudios en abordar el 




osteoclastos y osteoblastos. Anteriormente, Grigsby y colaboradores [219] describieron cómo 
la exposición de los osteoclastos primarios a TDF resultó en una des-regulación de tres genes 
(Snord32a, Gnas y Got2) que conducía a la disfunción celular. Uno de los genes estudiados por 
Grigsby y colaboradores [219] Gnas (proteína de unión a nucleótidos de guanina [GalphaS]), 
activa las rutas dependientes de AMPc por estímulo de su producción a partir de ATP y 
posterior activación de los receptores de adenosina, concretamente el A2AR. De acuerdo con el 
estudio llevado a cabo por los investigadores mencionados, esta regulación negativa del gen 
daría lugar a una regulación negativa de la señalización por MAPK/ERK y reducción de la 
diferenciación de osteoclastos. 
  En esta tesis doctoral, los resultados obtenidos indican que, tenofovir activa las vías de 
señalización involucradas en la promoción de la diferenciación de los osteoclastos incluyendo 
la activación de vías MAPK y la translocación al núcleo de NFƙB. Se observó que tras pre-tratar 
las células con dipiridamol, para incrementar los niveles extracelulares de adenosina previos al 
tratamiento con tenofovir, se produjo una disminución en la fosforilación de ERK1/2 y p38 
inducidas por tenofovir, así como un incremento en la translocación al núcleo de NFƙB. Estos 
resultados se correlacionan con lo demostrado previamente por Mediero y colaboradores, 
quienes describieron que la activación directa del A2AR inhibe la translocación al núcleo de 
NFƙB y la diferenciación de los osteoclastos por un mecanismo que involucra la señalización 
por la ruta cAMP-PKA-ERK1/2 [122], reflejándose lo que describieron anteriormente Grigsby y 
colaboradores [219]. 
  
 2.2. Tenofovir es capaz de modular la diferenciación y función de los 
osteoblastos in vitro, viéndose revertido su efecto por el tratamiento con 
dipiridamol. 
  Así mismo, la actividad de formación de hueso por los osteoblastos, también se podría 
ver reducida por el tratamiento con tenofovir, produciéndose una pérdida general de densidad 
mineral ósea. Está bien descrito que en pacientes con VIH, los osteoblastos no llegan a  
infectarse por el virus [220]. La proteína viral gp120, que forma parte de la envoltura del virus, 
induce la secreción de RANKL y estimula la proliferación de los osteoblastos, protegiendo estas 
células de la apoptosis [220]. Por otro lado, recientemente se ha demostrado que tenofovir 
tiene un efecto supresor sobre la mineralización primaria de osteoblastos humanos, afectando 




estudio realizado en ratas transgénicas para VIH demostró que el daño óseo producido por la 
infección se debía a una menor expresión de OPG por las células B, dando como resultado un 
aumento de la relación RANKL/OPG y, por lo tanto, de la osteoclastogénesis y pérdida ósea 
[222]. Este mecanismo de pérdida de hueso inducida por la disfunción de células B inducida 
por el VIH se confirmó posteriormente en un estudio clínico de individuos infectados por el VIH 
no tratados [99]. En el mismo sentido de los trabajos previamente descritos, nuestros datos 
demuestran la modulación del remodelado óseo por tenofovir, produciéndose un incremento 
de RANKL y disminución de OPG en los ratones que se trataron con el fármaco. 
 Además, demostramos que tenofovir disminuyó la diferenciación y función de los 
osteoblastos murinos en dosis dependiente mediante un mecanismo relacionado con la 
señalización a través de β-catenina. Este efecto se observó in vitro, por un lado con la 
disminución de la diferenciación osteoblástica y reducción de los depósitos de calcio celulares 
(experimentos con tinción de rojo de alizarina) y por otro lado con la inhibición de la expresión 
de β-catenina y su translocación al núcleo. Además, pudimos demostrar la reversión del efecto 
de tenofovir sobre los osteoblastos tratando con dipiridamol. Esto podría suponer un 
mecanismo novedoso que contribuyese a la alteración de la homeostasis ósea, relacionando la 
regulación a través de la vía de β-catenina y el A2AR como ya se ha demostrado anteriormente 
en fibroblastos, implicando a ambos en fibrosis y cicatrización [223]. Así mismo, los resultados 
nos indican que la función de los osteoblastos se vio alterada en presencia de tenofovir. 
 
 2.3. Efectos de tenofovir in vivo en ratones sanos y osteoporóticos, tanto wild 
type como deficientes del A2AR. 
 Estudios previos realizados en ratas demuestran que una exposición relativamente 
corta a estavudina (inhibidor de la transcriptasa inversa análogo a nucleósido), tanto por sí 
sólo como conjugado con tenofovir, disminuyó significativamente la DMO en los fémures 
estudiados [224]. Este hallazgo se reproduce en nuestros modelos animales de ratón wild type 
macho, demostrando que, incluso en ausencia de infección por VIH, tenofovir es capar de 
disminuir la DMO, el CMO y alterar la micro-arquitectura del hueso trabecular potenciando la 
acción resortiva ósea. El daño en el hueso cortical y trabecular se potenció en el modelo de OP 
generado en las ratonas ovariectomizadas, viéndose reducción tanto de DMO como CMO y de 
los parámetros trabeculares (BV/TV, Tb N, Tb Th y Tb Sp). Así mismo, Conradie y colaboradores 




aumento del tejido adiposo medular y una disminución en el número de osteoblastos. En este 
sentido, nuestro grupo ha publicado recientemente resultados [112] que se corresponden con 
lo descrito previamente por Conradie y colaboradores. Se observó por estudios 
histomorfométricos llevados a cabo en cortes en congelado de fémures de ratones macho WT, 
que el tratamiento con tenofovir produjo una disminución tanto del contenido mineral óseo 
(BV/TV y TV) como del número de osteoblastos por área analizada [112]. De hecho, 
encontramos un incremento en el número de osteoclastos por área de análisis [112]. En 
cambio, al tratar con dipiridamol se consiguió revertir el perfil osteoclastogénico, aumentado 
significativamente el número de osteoblastos y los parámetros de remodelado óseo BV/TV y 
TV [112].  
 Por inmunofluorescencia se comprobó que los parámetros de resorción ósea 
(catepsina K, RANKL y TRAP) estaban aumentados en los ratones tratados con tenofovir y que 
había un mayor remodelado óseo (OPG y FA se mantuvieron bajos con el tratamiento con 
tenofovir) describiéndose los efectos visto a nivel estructural por microCT e histomorfometría. 
Por su parte, dipiridamol revirtió este perfil resortivo óseo, mejorando la micro-arquitectura 
ósea y la expresión de marcadores anabólicos. 
 En el caso de los ratones silenciados para el gen del A2AR, como cabría esperar, 
dipiridamol no ejerció el efecto de reversión que se vio en el modelo wild type, no viéndose 
cambios significativos en los parámetros de microCT y tampoco en la histología entre los 
diferentes tratamientos. Aunque dipiridamol incrementa la concentración de adenosina 
extracelular, al no disponer del A2AR, no estamos activando las rutas inhibitorias de 
osteoclastogénesis promovidas por este receptor y por tanto no podemos revertir la acción de 
tenofovir. Trabajos llevados a cabo por Mediero e Ishack y colaboradores [123, 127-129] 
demostraron el importante papel regulatorio de la regeneración ósea que tiene A2AR, 
demostrando cómo la ausencia del receptor no permitía la estimulación de la diferenciación de 
los osteoblastos y la regeneración ósea de lesiones provocadas debido al daño crítico realizado 
con el punzón en la calvaria de ratón [120, 127-129]. En estos ratones con defecto crítico óseo 
y tratados con implantes embebidos en dipiridamol, se observó un aumento de la 
diferenciación de los osteoblastos, reflejándose en una mayor regeneración de las lesiones 
inducidas en los ratones; no viéndose tal efecto en ausencia de A2AR como describimos 
previamente. Adicionalmente, interesantes estudios recientes de regeneración ósea llevados a 
cabo en modelos murinos de calvaria y también en modelos de erosión mandibular en conejo, 
han puesto de manifiesto la importante acción de dipiridamol en la estimulación de la síntesis 




manifiesto el potencial terapéutico de la activación directa e indirecta de A2AR como terapia 
frente al daño óseo provocado por tenofovir. 
 Por último, en nuestro modelo in vivo, no hemos visto signos de hipofosfatemia u 
osteomalacia (Fig. 49). En línea con esto, en la bibliografía podemos encontrar trabajos que 
demuestran que en los pacientes con VIH tratados con tenofovir es habitual encontrar 
hipofosfatemia vinculada a una reabsorción tubular disminuida, que pudiese derivar en daño 
renal ocasionado por el tratamiento [225]. No obstante, en controversia con lo anterior, un 
estudio observacional prospectivo realizado en diferentes individuos con VIH tratados con y sin 
tenofovir, demostró que la etiología de la hipofosfatemia parece ser multifactorial y no está 
relacionada directamente con tenofovir o la disfunción renal [226]. En relación con la 
osteomalacia, Mateo y colaboradores demostraron en un estudio con 5 pacientes, que tras el 
tratamiento con tenofovir durante más de 5 años, estos individuos desarrollaron osteomalacia 
hipofosfatémica [154]. Estos datos nos indican y ayudan a entender los resultados que 
obtenemos en nuestro trabajo. La hipofosfatemia y la osteomalacia relacionada con la terapia 
antirretroviral, se genera a largo plazo; por lo que nuestro modelo animal que se trató durante 
4-5 semanas no reproduce los efectos presentados en cuanto al metabolismo del fosforo 
durante terapias antirretrovirales de larga duración. Se estarían mimetizando las etapas 
previas donde estos cambios aún no han llegado a producirse. 
 
 2.4. La terapia antirretroviral de primera línea con tenofovir induce un estado 
catabólico óseo derivando en osteopenia y osteoporosis en pacientes con VIH. 
 Las guías nacionales e internacionales para el tratamiento inicial de pacientes 
infectados con VIH [86-88] recomiendan el uso de dos inhibidores de la transcriptasa inversa 
análogos de nucleósidos (ITIN) más un tercer fármaco activo: un inhibidor de la transferencia 
de la cadena de integrasa (INSTI), un inhibidor de la transcriptasa inversa no análogo a 
nucleósido (ITINN), o un inhibidor de la proteasa (IP). Entre los ITIN, tenofovir disoproxil 
fumarato (TDF) fue aprobado por las autoridades reguladoras de medicamentos 
estadounidenses y europeas y estuvo disponible para el tratamiento del VIH en 2002. Desde su 
aprobación, este medicamento se ha incluido en la mayoría de los regímenes recomendados y 
ha sido el ITIN más utilizado durante muchos años basado en su alta eficacia establecida y, en 
general, buena tolerancia, como se demostró en ensayos clínicos y estudios de vida media del 




 Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) fue aprobado para el tratamiento de la infección 
por VIH en combinaciones de terapia antirretroviral en octubre de 2001. Se usa ampliamente 
en el tratamiento de primera línea de la infección por VIH y actualmente también está indicado 
para el tratamiento de la infección por el virus de la hepatitis B. TDF es un inhibidor de la 
transcripción inversa análogo de AMP. Pertenece a la misma clase de medicamentos que 
adefovir y cidofovir, que tienen efectos nefrotóxicos en los túbulos proximales. Aunque el TDF 
es mucho menos nefrotóxico, en los últimos años ha surgido una creciente evidencia que 
asocia su uso con el desarrollo de disfunción tubular proximal del riñón, síndrome de Fanconi e 
insuficiencia renal [94, 95]. En 2015 se aprobó por primera vez tenofovir alafenamida fumarato 
(TAF), un nuevo profármaco oral de tenofovir, que junto con emtricitabina, elvitegravir y 
cobicistat (EVG/c/FTC/TAF) forman una terapia antirretroviral de primera línea. La terapia que 
contiene TAF tienen menos impacto en las medidas de seguridad renal y ósea en comparación 
con los tratamientos que contienen TDF; se cree que esto se debe a la  reducida dosis 
farmacológica de tenofovir alafenamida (10-25 mg frente a los 300 mg de TDF), que es 
suficiente para alcanzar una concentración intracelular óptima del metabolito activo tenofovir-
difosfato y, en consecuencia, una reducción significativa en las concentraciones plasmáticas de 
tenofovir [96-98]. Las guías clínicas sostienen que el uso de los tratamientos antirretrovirales 
que contienen TAF es preferible a los que contienen TDF, debido a la mayor eficacia y al mejor 
perfil de tolerancia demostrado en pacientes de ensayos clínicos [86-88]. En un ensayo 
exploratorio de fase 3 en 153 adultos sin tratamiento previo, el régimen de darunavir, 
cobicistat, emtricitabina y tenofovir alafenamida tuvo una eficacia virológica similar a la de un 
régimen de darunavir y cobicistat combinado con emtricitabina y tenofovir disoproxil fumarato 
al cabo de 24 semanas de tratamiento (US Food y FDA, punto final primario, con un margen de 
no inferioridad del 12%), con seguridad renal y ósea significativamente mejorada. Es 
importante destacar que no hay resistencia a ninguna de los compuestos en estudio [227].  
 En nuestro análisis prospectivo a 48 semanas, los cambios porcentuales observados en 
los marcadores de formación ósea y reabsorción fueron mayores en pacientes tratados con 
TDF y TAF que con abacavir (datos nos mostrados por su inclusión en otra tesis doctoral). 
Además, se encontró que el mayor porcentaje de aumento medio en el plasma CTX y P1NP 
ocurrió en pacientes tratados con TDF con descensos clínicamente relevantes en la DMO de la 
cadera y la columna vertebral en la semana 48 con respecto al estado basal. Es interesante 
observar que en los pacientes que reciben TDF, el curso temporal del cambio en CTX, un 
marcador catabólico de resorción, en comparación con los marcadores anabólicos de 




conjunto, nuestros resultados respaldan el concepto de que la reducción de las exposiciones 
sistémicas a tenofovir puede ser responsable de los cambios mínimos en la renovación ósea y 
las menores disminuciones en la DMO observada en pacientes que reciben TAF en 
comparación con los que reciben TDF. 
 La mayoría de los estudios y ensayos clínicos que aparecen en la bibliografía se centran 
en tiempos de terapia más prolongados, desde 96 hasta 144 semanas, por lo que aportamos 
datos en las etapas iniciales y próximas al año de tratamiento que podrían ayudar a prevenir y 
mejorar el tratamiento y comorbilidades de la terapia antirretroviral. Además, estudios 
recientes en pacientes con VIH en edades comprendidas entre 50 y 70 años demuestran que la 
herramienta de predicción de fracturas FRAX modificado para OP secundaria, infraestimó la 
incidencia de fractura en más del 90% de los pacientes en estudio [228]. 
 A la vista de estos resultados, nos planteamos la posibilidad de realizar estudios óseos 
más allá de lo que se sugiere en las guías nacionales y europeas, en etapas iniciales de la 
enfermedad y con el objetivo de tener constancia de la situación basal ósea de pacientes 
jóvenes infectados por el virus. 
 No obstante, el estudio podría tener las siguientes limitaciones: el propio tiempo de 
terapia estudiado (48 semanas), por lo que se necesitan estudios a más largo plazo para 
comprender mejor las implicaciones clínicas en la fisiopatología ósea de estos hallazgos. 
Además, el número de pacientes es más reducido que la media de los estudios clínicos 
publicados, pues estamos ante un estudio prospectivo inicial llevado a cabo en un único 
























1. Evaluación del estímulo mecánico inducido por la manipulación 
quiropráctica mediante el dispositivo ActivatorV® en la progresión de la 
artrosis en conejo. 
1. La MQ con ActivatorV® reduce la pérdida de hueso cortical subcondral y hueso 
trabecular subcondral asociado a la OA. Este efecto se asocia a una reducción del ratio 
de expresión RANKL/OPG, sugiriendo una acción anti-resortiva de la MQ.  
2. La MQ disminuye la perdida de proteoglicanos y mejora la organización condrocitaria 
en el cartílago tibial del conejo artrósico; además de regular la expresión de 
RANKL/OPG en el condrocito hipertrófico, sugiriendo un papel condroprotector de la 
MQ. 
3. Con el estímulo mecánico inducido por la MQ, se reduce el infiltrado celular y la 
expresión de de marcadores de inflamación como COX-2, TNF-α e IL1-β consiguiendo 
disminuir la angiogénesis y la fibrosis de la membrana sinovial de los animales 
artrósicos. 
4. La MQ pudiera jugar un papel en la modulación de la inervación sensitiva y el dolor a 
través de la regulación de la expresión de las neurotrofinas Sema 3A y Netrina-1 en la 
membrana sinovial. 
5. La MQ pudiera representar una terapia física alternativa prometedora para el 
tratamiento de la OA, aunque su contribución concreta a los procesos de reversión de 
la esclerosis subcondral y sinovitis ha de ser estudiada en profundidad. 
 
2. Evaluación de los efectos deletéreos del fármaco antirretroviral 
tenofovir en el metabolismo óseo y su reversión por dipiridamol. 
1. El tratamiento con tenofovir incrementa de forma directa la formación de osteoclastos 
activando cascadas de señalización de MAPKs y NFƙB in vitro e in vivo y este efecto es 
revertido en presencia de dipiridamol por la activación de A2AR. 
2. Tenofovir es capaz de inhibir la diferenciación de los osteoblastos in vitro, a través de 
un mecanismo dependiente de la activación de β-catenina. Igualmente, dipiridamol es 





3. El tratamiento con tenofovir induce una pérdida de peso en los animales tratados, así 
como un descenso en la densidad mineral ósea y deterioro del hueso trabecular en 
ratones macho y hembra OVX. El efecto es revertido por dipiridamol. 
4. La reversión de los efectos deletéreos óseos inducidos por tenofovir con el 
tratamiento es dependiente de la activación de A2AR, ya que lo visto en los ratones 
wild type, no se reproducen en los ratones knock-out para A2AR. 
5. La terapia antirretroviral con tenofovir induce un estado catabólico 
osteopénico/osteoporótico que se inicia en etapas tempranas tras el tratamiento. Por 
lo tanto, una diana interesante para corregir esta osteopenia producida por tenofovir 
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ABSTRACT
Osteopenia and fragility fractures have been associated with human immunodeficiency virus (HIV) infection. Tenofovir, a common
antiviral in HIV treatment, also leads to increases in bone catabolism markers and decreased BMD in children and young adults. In
murine models and human cell lines, tenofovir inhibits adenosine triphosphate release and decreases extracellular adenosine levels.
Adenosine and adenosine A2A receptor inhibit osteoclast formation, and increase local adenosine concentration with dipyridamole,
an agent that blocks adenosine cellular uptake and stimulates new bone formation as well as bone morphogenic protein 2. We
hypothesized that tenofovir regulates bone resorption by diminishing endogenous adenosine levels and questioned whether
dipyridamole may be a useful treatment to counteract the deleterous bone effects of tenofovir. Primary murine osteoclasts were
induced byM-CSF/RANKL, and the number of TRAP-positive-cells was studied after challengewith tenofovir alone or in combination
with dipyridamole. Differentiation markers were studied by RT-PCR and MAPK/NFkB expression by Western blot. Male C57Bl/6 mice
were treated as follows: saline 0.9% (control), tenofovir 75mg/kg/day, dipyridamole 25mg/kg/day, combination tenofovir/
dipyridamole (n¼ 10, 4 weeks). Calcein/Alizarin Red-labeling of newly formed bone was used, and long bones were prepared for
micro-computed tomography (mCT)/histology. Tenofovir produced a dose-dependent increase in osteoclast differentiation
(EC50¼ 44.5nM) that was reversed by dipyridamole (IC50¼ 0.3mM). Tenofovir increased cathepsin K and NFATc1 mRNA levels and
dipyridamole reversed the effect. Dipyridamole reversed the effect of tenofovir on pERK1/2, pp38, and NFkB nuclear translocation.
Mice treated with tenofovir lost nearly 10% of their body weight (p< 0.001). mCT revealed decreased BMD and altered trabecular
bone in tenofovir-treated mice, reversed by dipyridamole. TRAP-staining showed increased osteoclasts in tenofovir-treated mice
(p< 0.005), an effect reversed by dipyridamole. Similar results were obtained for cathepsin K and CD68. RANKL-positive cells were
increased in tenofovir-treated mice, whereas osteoprotegerin-positive cells were decreased; both effects were reversed by
dipyridamole. These results suggest that treatment with agents that increase local adenosine concentrations, like dipyridamole,
might prevent bone loss following tenofovir treatment. © 2019 American Society for Bone and Mineral Research.
KEY WORDS: TENOFOVIR; DIPYRIDAMOLE; HIV; BONE TURNOVER; OSTEOPENIA
Introduction
Infection with the human immunodeficiency virus (HIV) isprincipally known for its immunologic effects as it replicates
mainly in CD4þ T lymphocytes and in monocytes/macrophages
leading to severe lymphopenia and immunodeficiency. HIV
infection also affects other tissues and organs such as the heart,
kidney, and liver, as well as the central nervous system and the
musculoskeletal system with changes similar to those seen in
aging, such as increasing frailty, sarcopenia, obesity, and
osteoporosis.(1) Although little is known regarding the patho-
genesis of the premature changes in body and bone composi-
tion in HIV-positive patients, it is likely that these changes are
caused by the virus, antiretroviral therapies, or chronic
inflammation.(1)
For nearly two decades, bone alterations have been
observed in the course of HIV infection, with particularly
notable decreases in BMD and increased frequency of fractures
as a result of fragility.(2) It is not clear if it is HIV infection per se
that contributes to the decrease in BMD or whether the risk
factors associated with the disease (malnutrition, low body
weight, high index of smoking and alcohol consumption,
vitamin D decrease) contribute to this increase in osteoporo-
sis.(3) In addition, it is hypothesized that increased bone
turnover may be caused by a complex interaction of T cells
with osteoclasts and osteoblasts likely influenced by both HIV
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and HAART (highly active antiretroviral therapy).(4) A meta-
analysis in global HIV populations (patients na€ıve with those
treated with HAART) from 1994 to 2005, showed a 6.4-fold
increase in osteopenia in men aged between 30 and 40 years
and a 3.7-fold increase in osteoporosis in women aged 35 to
75 years old compared with healthy individuals.(3) In adults,
the decrease in BMD has also been associated with prolonged
treatment with tenofovir,(5,6) indicating that medication effects
may contribute to the initial increase in loss of BMD after the
start of treatment with HAART. In addition, the usual long-term
therapies administered to prevent loss of bone have not been
demonstrated to have effect in this indivifual such as
denosumab.(1) Pinzone and colleagues found that biphosph-
onates increased BMD at the lumbar spine, hip, and femoral
neck after 48 and 96 weeks of treatment in HIV patients.(7)
However, most of the studied patients were young men with
well-controlled HIV and low risk of fracture.
Both osteoblasts and osteoclasts are affected directly or
indirectly by the virus, altering osteoblastogenesis and
osteoclastogenesis.(8) However, antiretroviral drugs may
have a direct or indirect effect on bone cells, via alterations
in RANK/RANKL, production of cytokines, mitochondrial
function, phosphate metabolism, and metabolism of vitamin
D.(8) Some studies correlate HAART therapy with changes in
bone and inflammatory markers(9,10) and compare treatments
with and without tenofovir,(10) although there are no data on
mechanisms related to the effect of tenofovir on bone
metabolism.
Tenofovir is a nucleoside-based drug that, as an adenosine
monophosphate (AMP) analogue, is taken up by cells and
phosphorylated to nucleotides that inhibit HIV reverse tran-
scriptase. Tenofovir treatment produces a significant decrease in
adenosine levels in two models of murine fibrosis leading to a
decrease in fibrosis.(11) Tenofovir diminishes extracellular
adenosine concentrations by inhibiting, in a dose-dependent
fashion, cellular adenosine triphosphate (ATP) release through
inhibition of pannexin-1, a channel that transports ATP into the
extracellular space.(11)
Adenosine is generated both intracellularly and extracellularly
from the hydrolysis of adenine nucleotides, and acts locally to
mediate its physiological and pharmacological actions via
activation of specific receptors coupled to G proteins (A1,
A2A, A2B, and A3). The adenosine receptors each have a unique
and selective pharmacological profile and various adenosine
receptors are expressed in different tissues and cell types.(12)
Stimulation of the A2A receptor (A2AR) inhibits osteoclast
differentiation and function,(13,14) and deletion of A2AR leads to
osteopenia in mice.(15)Moreover, in in vivo models of osteolysis,
we have shown that activation of the A2AR reduces porosity and
erosions in the bone, producing an increase in bone volume
compared with control bones.(14) Moreover, we found that
activation of A2AR by dipyridamole, a compound that blocks
ENT1 transporter and thereby increases extracellular adenosine
levels, stimulates new bone formation as well as bone
morphogenic protein 2.(16)
As tenofovir blocks ATP release and decreases extracellular
adenosine levels, we investigated whether tenofovir treatment
affects bone homeostasis in mice. Here we report that tenofovir
enhances osteoclast differentiation in an adenosine receptor-
dependent fashion in vitro, which is reversible by treatment with
dipyridamole. Moreover, tenofovir induces osteopenia in vivo




Tenofovir was purchased from Sequoia Research Products
(Carbosynth Limited, Berkshire, UK). Recombinant mouse M-CSF
and RANKL were from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
Alpha-modified essential medium (a-MEM), FBS, penicillin/
streptomycin, and Alexa Fluor 555 phalloidin were from
Invitrogen (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Dipyr-
idamole, naphtol AS MX phosphate disodium salt, fast red violet
LB salt, radioimmunoprecipitation assay buffer, protease inhibi-
tor cocktail, phosphatase inhibitor cocktail, calcein, Alizarin Red,
and sodium teraborate were from Sigma Aldrich (Madrid, Spain).
Sodium acetate, glacial acetic acid, sodium tartrate and toluidine
blue were from Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, USA). Goat anti-
rabbit-HRP and goat anti-mouse-HRP were from GE Healthcare
(Fisher Scientific). Primary antibodies against pERK1/2, ERK1/2,
p-p38, p38, pJNK, JNK, total b-catenin, and de-phospho-b-
catenin (Ser33/37/Thr41) were from Cell Signaling (Werfen,
L’Hospitalet de Llobregat, Spain). The primary antibodies against
cathepsin K, CD68, RANKL, osteoprotegerin (OPG), alkaline
phosphatase, and collagens I and III were from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA). The primary antibody against
sclerostin was from Abcam (Cambridge, UK).
Osteoclast differentiation
Bone marrow cells (BMCs) were isolated from 6- to 8-week-old
female C57BL/6 mice as previously described.(15) Briefly, the
marrow cavity was flushed out with a-MEM from aseptically
removed femora and tibia, andmarrowwas incubated overnight
ina-MEM containing 10% FBS and 1%penicillin/streptomycin to
obtain a single-cell suspension. There were 200,000 non-
adherent cells collected and seeded in a-MEM with 30 ng/mL
M-CSF for 2 days. At day 3 (day 0 of differentiation), 30 ng/mL
RANKL was added to cultures in the presence/absence of
tenofovir (10mM to 1nM) alone or in combination with
diyridamole (10mM to 1nM; n¼ 5). Medium and reagents
were replaced every third day. After incubation for 7 days, cells
were stained for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) for
osteoclast quantification as previously described.(14,15,19) The
number of TRAP-positive multinucleated cells containing 3
nuclei/cell was scored.(17)
To assay resorption activity, 200,000 nonadherent cells were
collected and seeded on dentin slides (Immunodiagnostic
Systems, Scottsdale, AZ, USA), and were treated under the same
conditions as described for TRAP staining. After 7 days of
differentiation, resorption was assayed by staining the dentin
slides with 1% toluidine blue in 0.5% sodium tetraborate
solution following the manufacturer’s recommendations. The
pits developed a blue-to-purple color.
Osteoblast differentiation
Osteogenesis assays were performed as previously described.(18)
BMCs from 8-week C57BL/6 female mice were isolated by
flushing out the bone marrow cavity. Adherent BMCs were
seeded at a density of 1  105 cell/cm2 density with osteogenic
medium (a-MEM containing 1mM dexamethasone, 50mg/mL
ascorbic acid, 10mM b-glycerophosphate) in the presence/
absence of tenofovir (10mM to 1nM) alone or in combination
with diyridamole (10mM to 1nM; n¼ 5). Alizarin Red staining
was performed 14 days after culture. Cells were fixed in 4% and
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stained for 45min with 2% Alizarin Red. Staining intensity (the
intensity of red color) was quantified using SigmaScan Pro5
software (Systat Software, San Jose, CA, USA). In all experiments,
DMSO was added to the control medium.
Permanent knockdown of cellular transporters
To transfect shRNA, RAW264.7 cells (15,000 cells/mL) were
plated and 24 hours later cells were incubated in hexadimethr-
ine bromide (4mg/mL) and 108 lentiviral transduction particles
corresponding tomouse pannexin-1 (SHCLNV-NM_019482), and
mouse connexin-43 (SHCLNV-NM_010288.3), with puromycin
selection marker, for another 24 hours to allow transfection.
Media were then replaced with a-MEM containing puromycin
(1mg/mL); the media were changed every 3 days until selected
clones formed. These clones were isolated and expanded until
confluence. Scrambled shRNA (SHC002V) was used as
control.
Quantitative real-time RT–PCR
To validate the effect of dipyridamole on tenofovir osteoclast/
osteoblast differentiation, the expression of osteoclast/osteoblast
markers was analyzed by RT-PCR (n¼ 6). Cells were cultured in
tenofovir 1mM or dipyridamole 1mM, or in a combination of both;
cathepsin K, NFATc1, osteopontin, RANKL, andOPGwere analyzed.
Total RNA was extracted using E.Z.N.A. HP Total RNA Kit (Omega
Bio-Tek, VWR International, Norcross, GA, USA) following the
manufacturer’s protocol. Total RNA was retrotranscribed using
MuLV Reverse Transcriptase PCR Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) at 2.5U/mL, including in the same reaction the
following reagents from Applied Biosystems: rnase inhibitor 1U/
mL, random hexamers 2.5U/mL, MgCl2 5mM, PCR buffer II 1, and
dNTPs 1mM. Relative quantification of gene expression was
performed using real-time RT–PCR on a Step One Plus with Power
UP SYBR Green MasterMix (both from Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s protocol. The following primers
were used in real-time PCR amplification: cathepsin K forward: 5’-
GCTGAACTCAGGACCTCTGG-3’ and reverse: 5’- GAAAAGGGAGG-
CATGAATGA-3’;NFATc1 forward: 5’- TCATCCTGTCCAACACCAAA-3’
and reverse: 5’- TCACCCTGGTGTTCTTCCTC -3’; osteopontin
forward: 5’-TCTGATGAGACCGTCACTGC-3’ and reverse: 5’-
TCTCCTGGCTCTCTTTGGAA-3’; mouse RANKL forward 5’-AGCCGA-
GACTACGGCAAGTA-3’ and reverse 5’-GCGCTCGAAAGTACAG-
GAAC-3’; mouse OPG forward 5’-CTGCCTGGGAAGAAGATCAG-3’
and reverse 5’-TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC-3’; and GAPDH for-
ward: 5’-CTACACTGAGGACCAGGTTGTCT-3’ and reverse: 5’-
GGTCTGGGATGGAAATTGTG-3’. The Pfaffl method(19) was used
for relative quantification.
Western blot
Primary murine BMCs were treated with dipyridamole 1mM or
tenofovir 1mM, or in a combination of both (n¼ 5 each) in the
presence of M-CSF/RANKL or osteogenic media. Combination
treatments were done as follows: either dipyridamole pretreat-
ment for 30min before tenofovir challenge or tenofovir
pretreatment before dipyridamole challenge. Cells were lysed
with RIPA buffer at different time points. Cytoplasmic and
nuclear fraction protein extraction was performed using NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent Kit (ThermoFisher
Scientific, Rockford, IL, USA). Protein concentration was deter-
mined using bicinchoninic acid. Then 4mg of protein were
subjected to 7.5% or 10% SDS-PAGE and transferred to a
nitrocellulosemembrane. Nonspecific binding was blocked with
TBS/Tween-20 0.05% to 3% BSA. Membranes were incubated
overnight (4°C) with primary antibodies pERK1/2 1:1000, p-p38
1:1000, pJNK 1:500, p50/p105 NFkB 1:5000, IkB alpha 1:500, p-
IkB alpha 1:500 total b-catenin 1:1000, and de-phospho-b-
catenin (Ser33/37/Thr41) 1:1000. Membranes were incubated with
goat anti-rabbit HRP 1:5000 or goat anti-mouse HRP 1:5000.
Bands were visualized by Amersham Imager 600 (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). Reprobing with ERK1/2, p38, JNK, or actin
(to check that all lanes were loaded with the same amount of
protein) was performed. Specific nuclear signal was detected
using histone H3 diluted 1:1000. To quantify the Western blot
analysis, digital densitometric band analysis was performedwith
Quantity One software (Bio-Rad, Madrid, Spain), and band
intensities were expressed relative to ERK2, p38, JNK, actin,
or histone H3, as appropriate. Variations in intensity were
determined as a percentage of control and expressed as
mean SEM. All results were calculated as a percentage of
nonstimulated controls to minimize the intrinsic variation
among different experiments. Statistical analysis was performed
by one-way ANOVA and Bonferroni posttest (the levels of
significance are indicated in the fig. legends).
b-catenin immunocytochemistry
To identify the activation and nuclear translocation of b-catenin,
adherent BMCs cells were plated on glass coverslips (Lab-Tek II
chamber slide, 8-well; ThermoFisher Scientific) and treated with
osteogenicmedia in tenofovir 1mMor dipyridamole 1mM, or in a
combination of both. After fixation with cold 4% paraformalde-
hyde for 15min at room temperature, cells werewashedwashed
with PBS twice and PBS BSA 3% and blocked with PBS BSA 3%
Triton X-100 0.5% FBS 5% for 1 hour at room temperature. Next,
cells were incubated overnight at 4°C with primary antibodies
against b-catenin (1:200) and de-phospho-b-catenin (Ser33/37/
Thr41 1:200). Then, cells were washed with PBS BSA 3% and
incubated with goat anti-rabbit IgG- (whole molecule) FITC for 1
hour at room temperature in the dark. After being washed, cells
were counterstained with Fluoroshield with DAPI mounting
media (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Images were
observed under fluorescence microscope (Nikon, Melville, NY)
equipped with Act1 software, Nikon, Melville, NY.
Dose determination of antiviral therapy
Dose determination was performed via conversion of animal
doses to human equivalent doses based on body surface
area.(10,20)
Mice
All protocols followed internationally recognized guidelines and
were approved by the NYU School of Medicine’s Institutional
Animal Care and Use Committee and the National Institutes of
Health (Bethesda, MD, USA). The experimental protocol was
approved by the Institutional Ethics and Welfare Committee of
the Health Research Institute Jimenez Dıaz Foundation (Madrid,
Spain).
Male C57Bl/6 mice were divided into four groups: saline 0.9%
(control), tenofovir 75mg/kg/day, dipyridamole 25mg/kg/day,
combination tenofovir 75mg/kg/day, and dipyridamole 25mg/
kg/day (n¼ 10 each). A daily injection of tenofovir s.c. and
dipyridamole i.p. was given for 4 weeks. Mice were weighed
weekly. Double labeling of bone with calcein/Alizarin Red (7 and
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3 days before sacrifice, respectively) was performed. Water and
food were given ad libitum until euthanization. Animals were
euthanized after 4weeks in a CO2 chamber. The long boneswere
removed, fixed, and prepared for mCT and histological staining.
Blood was collected at the time of euthanization and serum
phosphorous was analyzed using the ADVIA 2400 chemistry
analyzer (Siemens Healthcare S.L.U,Madrid, Spain) and following
standard protocols (n¼ 5 each treatment).
Female C57Bl/6 mice were given an ovariectomy (OVX) or a
sham procedure in which the ovaries were exteriorized, but not
removed. OVX mice were divided into four groups: saline 0.9%
(control), tenofovir 75mg/kg/day, dipyridamole 25mg/kg/day,
combination tenofovir 75mg/kg/day, and dipyridamole 25mg/
kg/day (n¼ 10 each). A daily injection of tenofovir s.c. and
dipyridamole i.p. was given for 5 weeks. Mice were weighed
weekly. Water and food were given ad libitum until euthaniza-
tion. Animals were euthanized after 4 weeks in a CO2 chamber.
The long bones were removed, fixed, and prepared for mCT and
histological staining.
Measurement of bone mineral density
We assessed BMD (g/cm2) of whole skeletons by PIXImus bone
densitometer (Lunar, Madison, WI, USA). The instrument was
calibrated before each scanning session, using a phantom with
known BMD, according to themanufacturer’s guidelines. Mice were
anesthetized by ketamin/xylacin anesthesia and placed in the prone
position on the specimen tray for scanning of the entire skeleton.
Micro-X-ray computed tomography analysis
After sacrifice, long bones (n¼ 10 each treatment) were fixed in
70% ethanol and prepared for high-resolution mCT as previously
described.(21) Briefly, analyses were performed in Skyscan
1172mCT (Bruker, WI, USA) using the following imaging
parameters: 60 kV, 167uA, 9.7 micron pixel size, 2000 1332
matrix, 0.3-degree rotation steps, six averages, movement
correction of 10, 0.5-mm Al filter. Images were reconstructed
using the Skyscan NRECON software (histogram range 0 to 0.085,
beam-hardening correction of 40, Gaussian smoothing (factor 1),
ring artifact correction of 8). For qualitative analysis, 3-D images
midself were then reconstructed from the cross-sectional slices
using CTNa and CTVox software provided by Skyscan.
Histomorphometry
Long bones (n¼ 5 each treatment) were fixed in 4% paraformal-
dehyde for 48 hours and after incubation in 15% and 30% sucrose
consecutively, embedded in NEG medium, ThermoFisher Scien-
tific, Rockford, IL, USA, and frozen in a dry ice-chilled isopentane
bath. Ten-mm sections of the nondecalcified bones were
prepared using a tape-transfer method, thawed to room
temperature, and stained with toluidine blue or for TRAP activity.
Images were obtained with either a Nikon Eclipse fluorescence
microscope or a Leica SCN 4000 whole-slide scanner (Leica,
Wetzlar, Germany). Using BIOQUANT Osteo software (BIOQUANT
Image Analysis, Nashville, TN, USA) analysis, a ROI was drawn
interactively for each histological section, which was subse-
quently used in all the histomorphometric measurements.
Histological studies
Long bones were fixed in 4% paraformaldehyde for 48 hours,
followed by decalcification in 10% EDTA for 4 weeks and paraffin
embedding (n¼ 5 per treatment). Sections (5mm) were done.
TRAP staining was carried out in paraffin sections with a
homemade TRAP buffer (0.1M acetate buffer, 0.3M sodium
tartrate 10mg/mL naphtol AS-MX phosphate, 0.1% Triton X-100,
and 0.3mg/mL fast red violet LB: all from Sigma-Aldrich). After
deparaffinization and acetate buffer washing processes, samples
were incubated in TRAP buffer for 30min and counterstained
with fast green stain.
Tricromic staining was performed in calcified tissue using
standard protocols.
Immunohistochemistry analysis was carried out as previously
described.(14) Briefly, deparaffinized and hydrated sections were
incubated with proteinase K solution (20mg/mL in TE buffer, pH
8.0) for 15min in water bath at 37 °C for antigen retrieval. After
blocking of nonspecific binding with PBS 3% BSA and 0.1%
Triton X-100 for 1 hour, primary antibodies anti-cathepsin K,
CD68, RANKL, OPG, alkaline phosphatase (ALP), collagens I and
III, and sclerostin 1:200 were incubated overnight at 4 °C in a
humidifying chamber. Secondary antibodies (goat anti-rabbit
FITC 1:200, goat anti-mouse FITC 1:200) were incubated for 1
hour in the dark. Slides were mounted with Fluoroshield with
DAPI mounting media (Sigma-Aldrich). Images were observed
under fluorescence microscope (Nikon) equipped with Act1
software.
Statistical analysis
Statistical significance for differences between groups was
determined by use of one-way ANOVA and Bonferroni post hoc
test or Student’s t test, as appropriate. All statistics were calculated
using GraphPad software (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Results
Tenofovir enhances osteoclast differentiation by an ATP
transport-related mechanism and diminishes osteoblast
differentiation. Its effects are reversed by dipyridamole
and adenosine A2A receptor.
To determine whether tenofovir directly affects osteoclast
differentiation and function, murine primary BMCs were isolated
and osteoclasts were differentiated in tenofovir alone. Tenofovir
produced a dose-dependent increase in osteoclast differentia-
tion (EC50¼ 44.5nM; Fig. 1A). Because we had previously shown
that tenofovir treatment diminishes extracellular adenosine
levels by inhibiting ATP export via pannexin-1,(10) we next
determined whether increasing extracellular adenosine levels
by treatment with dipyridamole reversed the effect of tenofovir
on osteoclast formation and found that dipyridamole
completely reversed the effect of tenofovir on osteoclast
differentiation (IC50¼ 0.3mM; Fig. 1A).
To further confirm that indirect activation of A2A receptor by
dipyridamole mediates the effect of tenofovir on osteoclast
differentiation, precursors were collected during the 7 days of
osteoclast differentiation and RNA was extracted. We observed
that tenofovir modestly increased cathepsin K expression (up to
a 73-fold change on day 7) when compared with RANKL alone
(66-fold change; p¼ ns; Fig. 1B). Treatment with dipyridamole
decreased cathepsin K expression at late time points (27-fold at
day 3 and 3.6-fold at day 7; p< 0.001); similar results were seen
in the presence of tenofovir (Fig. 1B). In contrast, tenofovir
increased NFATc1 expression (18-fold change at day 7) when
compared with RANKL (9-fold, p< 0.05), and as described for
cathepsin K, dipyridamole decreased the expression alone and
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in the presence of tenofovir (4-fold, p< 0.001; Fig. 1B). Finally,
mRNA expression for osteopontin was also upregulated in the
presence of tenofovir after 7 days of incubation (16-fold versus
7-fold for RANKL; p< 0.05). Dipyridamole prevented the increase
in osteopontin mRNA expression and partially reversed the
tenofovir-induced increase (six-fold change; Fig. 1B).
To probe the mechanism by which tenofovir affected
osteoclast differentiation, we knocked down expression of
Fig. 1. Tenofovir enhances osteoclast differentiation in an adenosine triphosphate transport-relatedmechanism, and its effect is reversedby dipyridamole.
(A)Murine-derived osteoclastswere fixed and stained for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) after being cultured in the presence of tenofovir (10mM
to 1nM) alone or in combination with diyridamole (10mM to 1nM). TRAP-positive cells containing three or more nuclei were counted as osteoclasts. The
results are expressed as the means of five different assays carried out in duplicate. (B) Changes in cathepsin K, NFATc1, and osteopontin mRNA during the
osteoclast differentiation process in the presence of tenofovir 1mM alone or with dipyridamole 1mM.  p< 0.05, p< 0.005 compared to control (ANOVA).
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pannexin-1, connexin-43, and A2AR. As shown in Fig. 2A,
tenofovir did not increase OC number when either pannexin-1
or connexin-43 was knocked down (n¼ 3). Morphometric
measurement of toluidine blue-stained dentin demonstrated
a marked reduction in pit formation in tenofovir-treated
osteoclasts when pannexin-1 or connexin-43 were knocked
down, but not when A2AR was silenced (Fig. 2B). In contrast,
dipyridamole reversed the effect of tenofovir on pit formation in
control and scrambled shRNA-infected cells, but not in A2AR
knockdown cells (Fig. 2B).
Finally, to understand if tenofovir affected only osteoclast
differentiation or had an effect on osteoblast formation, we
treated stromal cells with tenofovir alone or with dipyridamole;
osteoblast differentiation was studied by Alizarin Red staining.
We observed that tenofovir inhibited osteoblast differentiation
in a dose-dependent manner (IC50¼ 0.4mM) and that treatment
with dipyridamole reversed this effect (EC50¼ 10nM; Supple-
mental Fig. S1A). Moreover, our data indicated that tenofovir
increases RANKL mRNA expression and decreases OPG mRNA
expression during osteoblast differentiation, but that these
effects are reversed by dipyridamole (Supplemental Fig. S1B).
Activation of b-catenin is essential for osteoblast differentiation
and function. Therefore, we studied if this pathwaywasmodified
by tenofovir treatment (Supplemental Fig. S2). As observed by
Western blot staining (Supplemental Fig. S2A) and immuno-
staining (Supplemental Fig. S2B), both total b-catenin and de-
phospho b-catenin (active) were increased in the cytoplasmic
fraction and decreased in the nuclear fraction 15min after
treatment with tenofovir; this was reversed in the presence of
dipyridamole.
Tenofovir activates ERK1/2, p38, and NFkB nuclear
translocation during osteoclast differentiation and
dipyridamole reverses this effect
Activation of both MAPK and NFkB are essential signals for
osteoclast differentiation; we have previously shown that A2AR
activation reduces osteoclast formation via PKA- and ERK1/2-
mediated suppression of NFkB nuclear translocation.(13) There-
fore, we examined the effect of tenofovir and dipyridamole
on the intracellular signaling mechanisms for osteoclast
differentiation.
Following treatment with RANKL (control), we observed, as
expected, an increase in ERK1/2 phosphorylation and tenofovir
treatment enhances this effect (30 9% increased from basal
versus 19 7% increased from basal for RANKL, p< 0.05;
Fig. 3A). Dipyridamole prevents the tenofovir-mediated increase
in ERK1/2 phosphorylation (p< 0.001 versus tenofovir alone;
Fig. 3A). Similar results were observed for p38 phosphorylation
(Fig. 3A). In contrast, neither tenofovir nor dipyridamole—nor
their combination—affected RANKL-induced JNK phosphoryla-
tion (Fig. 3A).
Activation and translocation of NFkB to the nucleus is a critical
signaling step during osteoclast differentiation, so we analyzed
the effect of tenofovir and dipyridamole on activation/
translocation of NFkB. We observed a rapid decrease (10min)
in cytoplasmic p50/p105 NFkB when cells were treated with
tenofovir (58 5%decreased versus basal, P< 0.001), whichwas
slightly greater than the effect of RANKL alone (46 12%
decreased versus basal, P< 0.05; Fig. 3B); pretreatment with
dipyridamole reversed the effect of RANKL on cytosolic p50/105
levels whether or not tenofovir was present (29 10% increased
over baseline, p< 0.0001, versus tenofovir). Stimulation with
RANKL increased nuclear p50/105 levels similarly after treatment
with medium alone or tenofovir (241 34% of basal for RANKL
alone versus 181 25% increased for tenofovir, p< 0.001 and
p< 0.05, respectively, versus basal) and dipyridamole reversed
the effect of RANKL alone on p50/105 levels in the nucleus
whether or not cells were treated with tenofovir (5 28%
decreased, p< 0.005, versus tenofovir; Fig. 3B). All these changes
are consistent with the decrease in cellular IkB alpha (68 6%
decreased for RANKL alone versus 63 8% decreased in the
presence of tenofovir, p< 0.001) and an increase in phosphoIkB
alpha (180 22% increased in the presence of RANKL and
210 14% increased after treatment with tenofovir, p< 0.05,
versus basal) and dipyridamole reversed the effect of RANKL
whether or not tenofovir was present (p< 0.05; Fig. 3B).
Tenofovir is taken up by cells and phosphorylated; tenofovir
polyphosphates accumulate within the cell and mediate the
effects of tenofovir on HIV reverse transcriptase and on ATP
release. To determine whether cellular uptake and metabolism
are required for the effect of tenofovir on NFkB signaling, we
determined changes in cystolic and nuclear p50/105 levels after
cells were pretreated with tenofovir for 30min. Interestingly,
dipyridamole did not reverse the changes in levels of these
proteins in cells that had been pretreated with tenofovir. These
results are consistent with the hypothesis that intracellular
tenofovir polyphosphates mediate the effects of tenofovir and
that the blockade of adenosine uptake by dipyridamole does not
influence activation of NFkB in osteoclast precursors in which
transport of ATP, the precursor of adenosine, is blocked by
tenofovir (Fig. 4A, B).
Tenofovir treatment induces weight loss, decreases bone
mineral density, and reduces body fat in wild-type mice
As described above, tenofovir enhances osteoclast differentiation;
thus, we postulated that tenofovir might induce osteopenia by
enhancing bone turnover and reducing bone formation. There-
fore, we treated mice with tenofovir or dipyridamole, or their
combination. We observed that mice treated with tenofovir
75mg/kg/day lost nearly 10% of body weight (p< 0.001);
however, this was recovered when mice were treated with
tenofovir in combination with dipyridamole 25mg/kg/day
(Fig. 5A). Whole-body DXA further demonstrated that tenofovir-
treated mice had 18% less body fat by weight (p< 0.05) and a
significant reduction in % body fat composition (p< 0.05);
dipyridamole corrected both of these conditions (Fig. 5B). DXA
scanning also revealed adecrease in BMDwhenmicewere treated
with tenofovir (0.045 0.001g/cm2 versus 0.049 0.0004g/cm2
for control, p< 0.05; Fig. 5C), and cotreatment with dipyridamole
reversed the change in BMD. Similar results were obtained for
bone mineral content; Fig. 5C).
Histomorphometric analysis showed a decrease of bone
mass in tenofovir-treated mice; the effect is reversed by
dipyridamole
To determine the nature of the bone loss we studied the long
bones of the mice by mCT. As shown in Fig. 6A and Table 1, both
cortical and trabecular bone were diminished in the tenofovir-
treated mice, although the change was greater in trabecular
bone. Moreover, dipyridamole treatment reversed the effect of
tenofovir on bone loss. Tenofovir reduced total bone volume
(TV) and the ratio of bone volume/total volume (BV/TV; p< 0.05)
and treatment with dipyridamole reversed the effect (Fig. 6A,
Table 1). mCT further revealed that tenofovir-treated mice had
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diminished trabecular bone (p< 0.0001), BV (p< 0.005), BV/TV
(p< 0.005), trabecular space (Tb. Sp; p< 0.05), trabecular
number (Tb. N; p< 0.005), and BMD (p< 0.05) when compared
with control mice (Table 1); cotreatment with dipyridamole
reversed all of these changes.
Interestingly, tenofovir reduced bone formation in vivo (19-
 2-mm bone apposition versus 35 4mm in control mice,
p< 0.05) and this effect was partially reversed in the presence of
dipyridamole (30 3mm, p< 0.05 versus tenofovir alone;
Fig. 6B).
Fig. 2. Tenofovir enhances RAW264.7 differentiation in an adenosine triphosphate transport-relatedmechanism by pannexin-1 and connexin-43 and its
effect is reversed by dipyridamole. (A) Pannexin-1 and connexin-43 silenced RAW264.7-derived osteoclasts were fixed and stained for tartrate-resistant
acid phosphatase (TRAP) after being cultured in the presence of tenofovir 1mM. TRAP-positive cells containing three or more nuclei were counted as
osteoclasts. The results are expressed as the means of three different assays carried out in duplicate. (B) RAW264.7 cells were stably transduced with
scrambled pannexin-1 and connexin-43 or EPAC1 and EPAC2 shRNA and treated with 50 ng/mL RANKL. Toluidine blue staining was performed to assay
osteoclast activity.
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Fig. 3. Dipyridamole pretreatment reverses ERK1/2 and p38 phosphorylation and NFkB nuclear translocation induced by tenofovir during osteoclast
differentiation. (A) MAPKs were studied during osteoclast differentiation (5 to 30min stimulation) in the presence of tenofovir 1mM alone or with
dipyridamole 1mM. To normalize for protein loading, the membranes were reprobed with ERK2, p38, or JNK, respectively, and results normalized
appropriately. (B) NFkB p50/p105 nuclear translocation, IkBa and p-IkBa were studied in the presence of tenofovir 1mM alone or in the presence of
dipyridamole 1mM. The results shown represent the the means (SEM) of five independent experiments. p< 0.0001, p< 0.005, p< 0.5 versus
nonstimulated control (ANOVA).
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Histological examination indicated that there was an increase
in TRAP-positive osteoclasts in the femoral metaphysis of
tenofovir-treated mice (83 31 versus 27 1 OC/high power
field [hpf]) in control mice, p< 0.05). This increase was reversed
when mice were treated with dipyridamole (30 2 OC/hpf,
p< 0.005 versus tenofovir alone; Fig. 6C).
Immunofluorescence showed similar results when osteoclasts
were identified by immunohistological staining for cathepsin K
Fig. 4. Tenofovir pretreatment activates ERK1/2, p38, and NFkB nuclear translocation during osteoclast differentiation; dipyridamole does not reverse
this effect. (A) MAPKs were studied during osteoclast differentiation (5- to 30-min stimulation) in the presence of tenofovir 1mM alone or with
dipyridamole 1mM. To normalize for protein loading, the membranes were reprobed with ERK2, p38, or JNK, respectively, and results normalized
appropriately. (B) NFkB p50/p105 nuclear translocation, IkBa and p-IkBa were studied in the presence of tenofovir of 1mM alone or with dipyridamole
1mM. The results shown represent themeans (SEM) of five independent experiments. p< 0.0001, p< 0.005, p< 0.5 versus nonstimulated control
(ANOVA).
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(Fig. 7). Macrophages (CD68þ cells) followed a similar trendwith
an increase in tenofovir treatment and a decrease when mice
were treated with dipyridamole (Fig. 7). RANKL-positive cells
were increased in the presence of tenofovir, whereas OPG-
positive cells decreased; both effects were reversed in the
presence of dipyridamole (Fig. 7). Surprisingly, ALP-positive cells
did not change with any treatment (Fig. 7), suggesting that the
decrease in bone density and volume resulted from increased
bone resorption. As osteoblasts form the periosteal and
endosteal lining of the bone, we analyzed the content of
collagens I and III to look for differences among treatments in
this lining. As observed in Fig. 7, no changes were found in
collagens I or III with any treatment. Sclerostin-expressing
osteocytes were increased in the bone of tenofovir-treated mice
and dipyridamole reversed this change (Fig. 7).
To corroborate mCT and histology results, histomorphometric
analysis in frozen undecalcified samples was performed. Using
BIOQUANT Osteo software, changes in BV, TV, BV/TV, Tb. N, Tb.
Sp, osteoblast number (Ob. N), and osteoclast number (Oc. N), as
well as the number of cells per surface (Ob. N/BS, Oc. N/BS) were
calculated (Table 2). We found a significant decrease in BV, BV/
TV, Tb. N Ob. N/BS, a nonsignificant decrease in Ob. N, and a
significant increase in Oc. N and surface (Oc. N/BS) in tenofovir-
treated mice. Dipyridamole treatment reversed all of these
changes (Table 2).
Moreover, as the most common effect of tenofovir on mineral
metabolism in humans is hypophosphatemia, which can lead to
osteomalacia, we measured phosphorous levels in serum in our
treated mice. As shown in Supplemental Fig. S3A, no significant
changes in phosphorus were found in tenofovir-treated mice, in
dipyridamole-treated mice, or in the combination of the two.
Moreover, we studied the osteoid thickness under double
tricromic staining (Supplemental Fig. S3B); we did not find any
differences in thickness in any of the treated animals when
Fig. 5. Tenofovir induces weight loss, decreases BMD, and promotes body fat reduction in WT mice. Male C57Bl/6 mice were divided into four groups:
saline 0.9% (control), tenofovir 75mg/kg/day, dipyridamole 25mg/kg/day, combination tenofovir 75mg/kg/day, and dipyridamole 25mg/kg/day for
4weeks. (A) Weight wasmeasuredweekly. (B) DXA scanningwas performed and fatmean (g) and%body fat analyzed in all groups. (C) DXA scanningwas
performed and BMD (g/cm2) and Bone Mineral Content (g) were analyzed in all groups. Data are expressed as mean SEM. p< 0.005, p< 0.5 versus
control (ANOVA).
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Fig. 6. Dipyridamole reverses the effect of tenofovir in bone in vivo. Male C57Bl/6 mice were divided into four groups: saline 0.9% (control), tenofovir
75mg/kg/day, dipyridamole 25mg/kg/day, combination tenofovir 75mg/kg/day, and dipyridamole 25mg/kg/day for 4 weeks. (A) The figures show
representative mCT images of cortical and trabecular bone in femur midshaft. (B) Fluorescence microscopic images showing double-labeling by calcein-
Alizarin Red after treatments. The graph indicates the mean mineral apposition rate in mm. Images were taken at 400magnification. Data are expressd
as mean SEM. p< 0.005, p< 0.5 versus control (ANOVA). (C) Shown are representative images for tartrate-resistant acid phosphatase staining for
osteoclasts in mice femur and the mean (SEM, n¼ 5 mice per group) number of osteoclasts/hpf. Images were taken at 400 magnification. Scale bar
indicates 50 mm. p< 0.05, p< 0.005 p< 0.0001 compared with control (ANOVA).
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compared with control mice, which indicates that our mice did
not suffer from osteomalacia.
Finally, as sex steroids can interact in bone homeostasis, we
studied the effect of tenofovir in female OVX mice. As shown in
Supplemental Fig. 4SA, we observed that, as happenedwithmales,
female mice treated with tenofovir 75mg/kg/day lost approxi-
mately 8% of body weight (p < 0.001). This was recovered when
micewere treatedwith tenofovir in combinationwithdipyridamole
25mg/kg/day. DXA analysis further showed that tenofovir-treated
micehad less body fat byweightwhen comparedwithOVXcontrol
mice; dipyridamole corrected this (Supplemental Fig. S4A). DXA
scanning also revealed a decrease in BMD and BMCs when mice
were treated with tenofovir; cotreatment with dipyridamole
reversed these changes (Supplemental Fig. S4A). mCT analysis
showed similar changes in trabecular bone as the ones seen for
male littermates (Supplemental Fig. S4B). Cathepsin K immuno-
staining showed an increase in osteoclasts caused by the tenfovir
treatment that was reversed in the presence of dipyridamole. ALP-
positive cells did not change with any treatment as was found in
male mice (Supplemental Fig. S5).
Discussion
Wehave shown that tenofovir, an agent that inhibits ATP release
and thereby diminishes extracellular ATP and adenosine levels,
increases osteoclast and osteoblast differentiation in vitro,
increases the number of osteoclasts in bone in vivo, reduces
bone production and bone volume, and inhibits bone formation
in vivo. Moreover, treatment with tenofovir also increases the
number of sclerostinþ osteocytes without affecting the number
of osteoblasts in vivo. These findings are all reversed by
dipyridamole, an agent whose effect in bone has clearly been
shown to depend on intact adenosine A2A receptor signal-
ing.(22) Importantly, these studies could suggest a reasonable
clinical approach to preventing the development of osteopenia
in patients taking tenofovir as part of their ART.
Rates of osteoporosis and fragility fractures are higher in the
HIV-infected population than in uninfected individuals; this
cannot be completely explained by differences in traditional risk
factors.(23) Both HIV infection itself and some ARTs increase
osteopenia risk in an independent manner as shown in
randomized controlled trials and observational studies.(24)
Tenofovir disoproxil fumarate (TDF)/emtricitabine has been
the main nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitor use in
combination ART for more than a decade. TDF has previously
been noted to increase the risk of fragility fractures.(25,26) Here
we described how tenofovir enhances osteoclast differentiation
by an adenosine-dependent mechanism, which suggests that
treatment with agents that increase local adenosine concen-
trations, like dipyridamole, might prevent bone loss following
tenofovir treatment both in vitro and in vivo.
Themain limitation to our study was the absence of HIV in our
animal model. Another limitation was the relatively short time of
treatment (4 weeks), which may noy reflect long-term exposure
to tenofovir.
Nevertheless, to our knowledge, this is one of the first studies
addressing the pathway involved in the effect of tenofovir on
osteoclast differentiation. Previously, Grigsby et al(27) described
how exposure of primary osteoclasts to TDF 500nM resulted in a
downregulation of three genes (Snord32a, Gnas, and Got2)
leading to osteoclast dysfunction. One of the genes studied by
Grigsby and colleagues,27 Gnas (guanine nucleotide binding
protein [GalphaS]), activates cAMP-dependent pathways by
stimulating the production of cAMP from ATP following
stimulation of such receptors as the A2AR. According to the
authors, this gene downregulation would result in down-
regulation of MAPK/ERK signaling and a reduction in osteoclasts
and suggests that the bone-formation activity of osteoblasts
may also be downregulated after TFD treatment so that an
overall loss of bone density is observed.
It is well-described that in HIV-positive patients, osteoblasts
are not infected by the virus; gp120 protein induces RANKL
secretion and osteoblast proliferation, but not apoptosis.(28) In
addition, it has been recently shown that TDF has a suppressive
effect on primary human osteoblast mineralization by affecting
type II and type III sodium-dependent phosphate transport-
ers.(29) Our data indicate that tenofovir decreased osteoblast
differentiation and function in vitro in a dose-dependent
manner by a mechanism involving b-catenin signaling. This
Table 1. mCT Analysis of Long Bones Treated With Tenofovir, Dipyridamole, or a Combination
Cortical bone Control Tenofovir Dipyridamole Tenofovirþdipyridamole
TV (mm3) 1.21 0.03 1.07 0.02 1.2 0.04 1.19 0.03
BV (mm3) 0.5 0.02 0.45 0.01 0.52 0.02 0.49 0.01
BV/TV 45.39 0.35 42.16 0.17 43.53 0.52 41.29 0.61
BMD (g/cm3) 1.2 0.01 1.02 0.14 1.24 0.005 1.24 0.01
Trabecular bone Control Tenofovir Dipyridamole Tenofovirþdipyridamole
TV (mm3) 5.09 0.1 4.38 0.08 5.47 0.1 5.75 0.19
BV (mm3) 0.69 0.07 0.41 0.03 0.6 0.06 0.56 0.03
BV/TV 12.97 1.26 8.79 0.45 12.74 1.33 10.84 0.51
Tb. Th 0.055 0.002 0.04 0.001 0.05 0.002 0.045 0.002
Tb. Sp 0.2 0.004 0.24 0.003 0.21 0.006 0.23 0.004
Tb. N 2.5 0.13 1.75 0.07 2.44 0.11 2.31 0.08
BMD (g/cm3) 0.76 0.01 0.68 0.01 0.8 0.02 0.83 0.01
mCT analysis of both cortical and trabecular bones using Skyscan 1172mCT (mean SEM, n¼ 10 per group).
TV¼ total bone volume; BV¼bone volume; BV/TV¼bone volume/total volume; BMD¼bone mineral density; Tb. Th¼ trabecular thickness; Tb.
Sp¼ trabecular space; Tb. N¼ trabecular number.
p< 0.05. p< 0.005. p< 0.001 versus wild type (ANOVA).
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might indicate a novel mechanism that contributes to tenofovir
impairment of bone homeostasis, as we have previously
demonstrated a crosstalk between adenosine A2AR and b-
catenin.(30) Our data indicate also that osteoblast function is
altered in the presence of tenofovir; meanwhile, we did not
observe any decline in osteoblast number in vivo. This might
indicate that although the number of osteoblasts is not
modified, their function is altered; therefore, mineralization is
inhibited and bone formation is suppresseed. It is possible that
the enhancement in sclerostin-expressing osteocytes plays a
Fig. 7. Immunohistochemistry for markers of different bone cells. Long bones were processed and immunohistological staining carried out. Shown are
representative images stained for cathepsin K, CD68, RANKL, osteoprotegerin, alkaline phosphatase, collagen I, collagen III, and sclerostin (green). Nuclei
are shown in blue (Dapi). All images were taken at 40 magnification and scale bar indicates 20-mm segment.
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role in the reduction of bone production that we found in vivo,
but also appeared to reduce osteoblast production of new bone
in vivo.
Tenofovir appears to enhance all signaling pathways involved
in promoting osteoclast differentiation including activation of
MAPK pathways and NFkB activation: signaling events that are
reversed by dipyridamole treatment. Previously, we have found
that direct activation of A2AR inhibits NFkB translocation to the
nucleus and inhibits osteoclast differentiation by a mechanism
that involves cAMP-PKA-ERK1/2 signaling,(13) signals down-
stream of Gnas. Dipyridamole, which does not affect bone
homeostasis in A2AR knockout mice, most likely reverses the
effect of tenofovir by restoring extracellular adenosine levels
that are reduced by tenofovir treatment.(10)
We recently demonstrated that tenofovir blocks pannexin-1-
mediated cellular ATP release leading to diminished extracellu-
lar adenosine levels and diminished A2AR-mediated fibrosis in
two murine models.(10) Tenofovir is taken up by cells and
converted to tenofovir polyphosphates, which mediate the
antiviral effects of the agent. Although tenofovir itself is an
analogue of AMP, it does not interfere with the activity of ecto-
5’nucleotidase. In relation to our results, Velasquez and
colleagues(31) found that the binding of HIV to CD4 and
CXCR4/CCR5 induces the opening of pannexin-1 hemichannels
with the release of ATP. The extracellular ATP released binds to
and activates P2 1 receptors causing calcium influx, which
facilitates HIV entry and later stages of the HIV life cycle.(31) Here
we showed that, in the absence of pannexin-1, tenofovir did not
affect osteoclast differentiation and function (Fig. 1). Taken
together these results suggest the hypothesis that a blockade of
pannexin-1 hemichannels by tenofovir phosphates could also
contribute to the antiretroviral effects of the drug by blocking
HIV entry into the cell.
Adenosine and its receptors are key mediators in osteoclast
homeostasis. The adenosine A1 receptor (A1AR) is critical for
osteoclast differentiation and function; a pharmacological
blockade or deletion of the A1AR increases bone density and
prevents ovariectomy-induced bone loss in mice.(32–35) A2AR
activation inhibits osteoclast differentiation and function and
increases the percentage of immature osteoclast precursors, in
part by decreasing IL-1b and TNFa secretion.(15) The levels of
extracellular adenosine differ in each tissue and in response to
different levels of stress and to the basal stimulation of the
receptor by the endogenous variations of the agonist.(12)
Decreased adenosine levels, resulting from tenofovir-mediated
inhibition of ATP release via pannexin-1, likely explain the
increase in osteoclast differentiation mediated by tenofovir and
could contribute to the development of osteopenia in patients
treated with tenofovir.
In a study of rats, a relatively short exposure to stavudine
(nucleoside reverse transcriptase inhibitors) monotherapy and
TDF significantly decreased femoral BMD; this translated to
decreased bone strength.(36) This finding is similar to our finding
that, even in the absence of HIV infection, tenofovir diminished
BMD and trabecular bone. In this same rat study, Conradie and
colleagues also observed that treatment with both stavudine
and TDF resulted in significant marrow adiposity and suggested
that osteoblast numbers may be depleted. We did not observe
marrow adiposity or any change in osteoblast number, although
we did observe diminished bone formation in the tenofovir-
treated mice.
Moreover, a meta-analysis of 2210 patients suggested that
changing the HIV regimen to TDF is associated with a reduction
in BMD(37), and switching from TDF to tenofovir alafenamide
(TAF) led to an improvement in BMD.(38,39) A recent double-blind
phase 3 trial of 1733 ART-na€ıve HIV-infected individuals found
that a TAF-based regimen had better virologic efficacy and less
impact on BMD compared with a TDF-based regimen formu-
lated with similar antiretroviral agents.(40) For the moment, it is
clear that TAF users had fewer signals of kidney injury compared
with TDF users, and decreases in BMD were generally milder,
although there is still a significant effect on BMD.
Finally, in our in vivo model with our settings, we have not
seen signs of hypophosphatemia or osteomalacia (Supplemen-
tal Fig. S3). This is of interest as hypophosphatemia linked to a
decreased proximal tubular reabsorption was frequently
observed in tenofovir HIV-treated adults.(41) At early points
after the introduction of tenofovir treatment, no changes on
phosphatemia and tubular phosphate reabsorption was ob-
served.(41) In a prospective observational study performed in
different HIV individuals treated with and without tenofovir, it
was found that the etiology of hypophosphatemia seems to be
multifactorial and unrelated to tenofovir or renal dysfunction.(42)
In relation to osteomalacia, Mateo and colleagues have reported
5 patients who developed hypophosphatemic osteomalacia
under tenofovir treatment. All patients were under long-term
tenofovir treatment.(43) This indicates that changes in phospha-
temia and related osteomalacia need long-term treatments to
Table 2. Histomorphometric Measures of Long Bones Treated With Tenofovir, Dipyridamole, or a Combination
Control Tenofovir Dipyridamole Tenofovirþdipyridamole
BV (mm3) 0.064 0.010 0.031 0.006 0.048 0.004 0.050 0.003
TV (mm3) 1.020 0.001 1.020 0.002 1.010 0.005 1.040 0.009
BV/TV 0.070 0.008 0.030 0.006 0.050 0.006 0.060 0.004
Tb.N 12.040 1.600 9.140 2.300 15.290 0.600 16.600 0.200
Tb.Sp (mm) 0.030 0.0060 0.04 0.005 0.03 0.004 0.03 0.004
Ob.N 41 1 35 2 43 2 44 3
Ob.N/BS 4.110 0.240 2.410 0.170 4.510 0.520 3.440 0.280
Oc.N 32.000 2.000 48 2 27 1 31 1
Oc.N/BS 2.77 0.44 4.73 0.43 2.82 0.13 2.42 0.22
Histomorphometric measures on long bones were calculated using the BIOQUANT Osteo software (mean SEM, n¼ 5 per group).
p< 0.05. p< 0.005. p< 0.001 versus wild type (ANOVA).
BV¼bone volume; TV¼ total bone volume; BV/TV¼bone volume/total volume; Tb. N¼ trabecular number; Tb. Sp¼ trabecular separation; Ob.
N¼ osteoblast number; Ob.N/BS¼ osteoblast surface; Oc.N¼ osteoclast number; Oc.N/BS¼ osteoclast surface.
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be developed. Our animal model is only a 4-week treatment.
That might be the reason we did not see changes in
phosphorous levels or ostemalacia.
We conclude that tenofovir exerts a direct effect on osteoclast
differentiation and bone resorption, and that treatment with
agents that increase local adenosine concentrations, like
dipyridamole, might be useful in preventing bone loss following
tenofovir treatment in HIV patients.
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 Abstract 33 
Low bone mineral density has been described as a non–AIDS-related event in HIV-34 
patients but it is poorly studied in young HIV-infected men who have received no previous 35 
ART. A cross-sectional study of HIV-infected MSM under the age of 50 years who had 36 
received no previous ART was carried out in a tertiary teaching hospital between January 37 
1, 2014 and September 30, 2017.  38 
A total of 233 patients were included. All of them were men who has sex with men with a 39 
mean age of 34.7 years (± 6.6; IQR: 30–40), 68% were Caucasian and 29.3% Latin 40 
American. At the time of diagnosis, 91% of patients had stage-A and the median CD4+ T-41 
cell count was 481 cells/μL (IQR, 320–659). Ten percent had a count below 200 CD4 42 
cells/μL, and 40% had a CD4/CD8 cell-count ratio below 0.4. The median time elapsed 43 
between HIV diagnosis and DXA scan was 3.3 months. Regarding lifestyle patterns and 44 
risk factors, 14.1% presented underweight, 36.1% engaged in no regular exercise, 51.9% 45 
had previous exposure to tobacco and 35.3% reported drug use. Abnormally low levels of 46 
vitamin D were seen in 87.6% of the men studied. Overall, 64% presented bone 47 
involvement, 53% with osteopenia, and 11% with osteoporosis. BMD osteoporosis 48 
measurements were associated with altered 25(OH)D levels, and greater bone 49 
involvement was observed among Latin American patients (75% vs. 52%, P=0.03). No 50 
other significant differences in risk factors were observed. In the metabolism substudy 51 
(n=133) a significant increase (P=0.016) in CTX levels we observed among patients with 52 
osteoporosis.  53 
We find high prevalence of bone involvement among HIV-infected MSM before initiation of 54 
ART. Further studies are necessary to evaluate if BMD assessment should be 55 
recommended in young HIV-infected patients.  56 
  57 
 Introduction 58 
Owing to the improvements ushered in by highly active antiretroviral therapy 59 
(HAART), nowadays people living with HIV (PLWHIV) develop few AIDS events.1 In recent 60 
years, however, there has been a steady rise in so-called non–AIDS-related events, such 61 
as cardiovascular events, non–AIDS-defining tumors, as well as bone involvement and 62 
abnormally low bone mineral density (BMD).2 63 
Bone involvement, defined as the presence of osteopenia or osteoporosis on a dual 64 
energy x-ray absorptiometry (DXA) scan, has been the subject of numerous studies, most 65 
of which have focused on bone toxicity associated with antiretroviral therapy (ART). A 66 
number of clinical trials have described reduced BMD during the first or second year of 67 
ART, independently of the type of therapy3,4; in particular, tenofovir disoproxil fumarate 68 
(TDF) and protease inhibitors (PIs) have been associated with higher rates of medium- 69 
and long-term bone toxicity.4 As a result, the primary international practice guidelines 70 
recommend performing a DXA scan in HIV-infected individuals over the age of 50 years.1,5  71 
The factors that contribute to bone involvement are widely known and include age, 72 
vitamin D deficiency, tobacco and alcohol consumption, and a sedentary lifestyle, among 73 
others6,7, indeed. Many PLWHIV also present these risk factors.3,6 In addition, individuals 74 
with HIV infection exhibit a marked proinflammatory state even after beginning ART, a 75 
treatment that leads to a further reduction in BMD. It is therefore to be expected that young 76 
HIV-infected persons will have lower bone mass than similar populations without the 77 
disease, even prior to initiation of ART.  78 
The aim of this study is to assess bone involvement and risk factors that may 79 
contribute to the onset of osteopenia or osteoporosis among HIV-infected men under 50 80 
years of age who have sex with men (MSM) and who have received no previous ART. 81 
 82 
 83 
 Material and Methods 84 
 A cross-sectional study of HIV-infected MSM under the age of 50 years who had 85 
received no previous ART was carried out in a tertiary teaching hospital in central Madrid, 86 
Spain.  87 
 88 
Subjects and study design; Inclusion criteria and ethical concerns 89 
Adult MSM under the age of 50 years with a recent diagnosis of HIV infection were 90 
included in this study between January 1, 2014 and September 30, 2017. All subjects 91 
underwent a baseline DXA scan performed either before beginning ART or a maximum of 92 
2 weeks after this treatment had begun. Further, all patients who began treatment 93 
between May 1 and September 30, 2017 were invited to participate in a substudy on bone 94 
metabolism; individuals who agreed to take part were tested to measure parameters 95 
related to bone and mineral metabolism before beginning HAART. The study was 96 
approved by the hospital ethics committee. 97 
 98 
Measurements and reference values 99 
We gathered such epidemiologic data as age, race, and country of origin. Lifestyle-100 
related aspects used as study variables included alcohol, tobacco, and drug consumption, 101 
physical activity, and approximate calcium intake. Additionally, anthropometric data were 102 
collected for all patients studied.  Blood samples were analyzed for values related to 103 
calcium-phosphate metabolism (i.e., calcium, phosphorus, 25-hydroxyvitamin D 104 
(25[OH]D), parathyroid hormone levels, thyroid hormones, kidney function); and 105 
immunologic and virologic parameters (i.e., CD4+, CD8+, and HIV-1 viral load). DXA 106 
scans of the lumbar spine and femoral neck were performed before the start of ART. 107 
When assessing patients for the presence of osteopenia (op) and osteoporosis (OP), we 108 
used the definitions published in the World Health Organization (WHO) guidelines. Other 109 
 parameters related to bone metabolism used in this study included osteocalcin, adenosine 110 
deaminase (ADA), carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX-1), and N-terminal 111 
propeptide of procollagen type 1 (P1NP). 112 
 113 
Underweight was defined as a body mass index (BMI) of <20 kg/m2. Parameters 114 
considered to be within the normal range were those that met the criteria appearing in 115 
international guidelines. The values related to bone and mineral metabolism used were the 116 
following: 25(OH)D (>30 ng/ml), ADA (0–15 U/L), CTX (0.064–0.548 ng/ml), P1NP (10.4–117 
62 ng/ml), osteocalcin (14–46 ng/ml), and parathormone (10–70 pg/ml). Patients were 118 
classified as smokers if they were current or past tobacco users; as consumers of alcohol 119 
if their total intake was over 330 g/day; and drug users (cocaine, mephedrone, 120 
amphetamines, ketamine, GHB) if any of these drugs were taken at least once weekly. For 121 
the purposes of this study, sufficient physical exercise was a minimum of 120 minutes per 122 
week. Three servings of calcium-rich foods (e.g., milk, cheese, other dairy products) daily 123 
was considered an appropriate intake. We also recorded corticosteroid administration (at 124 
least 5 mg/day over 10 days or more) over the previous 3-year period.  125 
 126 
Statistical Analysis  127 
 Qualitative variables were expressed in terms of frequency and percentages. Based 128 
on the results of the Kolmogorov-Smirnov test for normality, quantitative variables were 129 
measured as either mean and standard deviation or median and interquartile range (IQR). 130 
Qualitative variables were analyzed using the Chi-squared test or Fisher’s exact test. 131 
Quantitative variables were compared using Student’s t test. Statistical significance was 132 
set at P values <0.05 for all measurements. The Stata 14 package was used for statistical 133 
analyses. 134 
 135 
  136 
Results 137 
 A total of 233 patients were included, all of whom were men. The main patient 138 
characteristics appear in Table 1. The mean age of the patients was 34.7 years (± 6.6; 139 
IQR: 30–40), 68% of whom were Caucasian (87.7% Spanish), and 29.3% were of Latin 140 
American descent. All patients had been infected with the HIV virus through sexual 141 
intercourse (MSM). At the time of diagnosis, 91% of patients had stage-A disease 142 
according to the classic CDC classification system, and the median CD4+ T-cell count was 143 
481 cells/μL (IQR, 320–659). Ten percent of these stage-A patients had a count below 200 144 
CD4 cells/μL, and 40% had a CD4/CD8 cell-count ratio below 0.4. The median time 145 
elapsed between diagnosis and DXA scan was 3.3 months.  146 
 147 
Table 1. Main characteristics of patients. 148 
 149 
Baseline Characteristics  N = 233 patients 
Sex Male (100%) 
Route of transmission MSM (100%) 
Age (mean) 34 (IQR, 30–40) 
Race Caucasian (68%) Spanish (87.7%) 
Latin American (29.3%) 
Stage A (91%) 
B (6%) 
C (3%) 
CD4  (median) 481cel/μL (IQR, 330–653) 
CD4 < 200 cel/μL 10% 
CD4 / CD8 < 0.4 41% 
Coinfection (HCV antibody/ 
HVB antigen) 
2% 
Time between HIV diagnosis 




  Regarding lifestyle patterns and risk factors associated with lower BMD (Fig 1), 152 
14.1% presented underweight, 36.1% engaged in no regular exercise, 51.9% had previous 153 
exposure to tobacco, 35.3% reported drug use, and 9.3% drank alcohol habitually. 154 
Abnormally low levels of vitamin D were seen in 87.6% of the men studied. 155 
 156 




 Overall, 64% presented bone involvement, 53% with osteopenia, and 11% with 161 
osteoporosis. Osteoporosis of the lumbar spine was detected in 11% of patients (48% of 162 
these presenting osteopenia), while only 1% of patients were found to have osteoporosis 163 
of the femoral neck (44% osteopenia). Regarding the value of the Z score, 24% of the 164 
patients had a bone density lower than that expected for their age (Z-score < -2). BMD 165 
measurements indicating presence of osteoporosis were associated with altered 25(OH)D 166 
levels when compared to patients with a normal DXA scan. Within the different subgroups 167 
studied (osteoporosis vs. no osteoporosis, bone involvement vs. normal BMD 168 
measurements), no significant differences were observed for the other risk factors studied 169 


















 American patients (75% vs. 52%, P=0.03), though no significant association was found for 171 
other factors (Fig 2). 172 
Figure 2. Values of risk factors in patients with osteoporosis (OP), normal findings 173 




The metabolism substudy (n=133) analyzed parameters related to bone metabolism. We 178 
observed a statistically significant increase (P=0.016) in CTX levels among patients with 179 
osteoporosis compared to those who had a normal DXA scan (Fig 3) (Table 2). There was 180 
a higher percentage of altered CTX and P1NP values among osteoporotic patients than 181 
patients with a normal DXA scan; among these, a higher prevalence of low osteocalcin 182 
























p = 0,013 
  192 
 193 
Figure 3:  Collagen carboxyterminal telopeptide (CTX) levels were higher in patients 194 





Table 2.  Differences in altered bone metabolism markers based on the finding of 200 
DXA scans. 201 
 202 
 Osteoporosis vs Osteopenia Osteoporosis vs Normal 
 Osteoporosis Normal DXA P value 
Osteoporosis/ 
Osteopenia 
Normal DXA P value 
25 OH Vit 20.35 ± 8.49 20.65 ± 7.33 p = 0.898 20.47 ± 7.45 20.65 ± 7.33 P = 0.907 
Calcium 9.49 ± 0.45 9.50 ± 0.42 P = 0.903 9.35 ± 0.46 9.50 ± 0.42 P = 0.104 
PTH 35.69 ± 18.47 39.57 ± 13.82 P = 0.489 38.43 ± 18.56 39.57 ± 13.82 P = 0.790 
CTX 0.46 ± 0.26 0.31 ± 0.16 P = 0.016 0.36 ± 0.19 0.31 ± 0.16 P = 0.252 
P1NP 50.34 ± 19.48 43.51 ± 17.06 P = 0.203 45.43 ± 16.09 43.51 ± 17.06 P = 0.564 
ADA 15.31 ± 5.46 18.03 ± 9.34 P = 0.293 16.26 ± 6.69 18.03 ± 9.34 P = 0.254 
OC 20.12 ± 6.89 16.94 ± 7.18 P = 0.141 17.41 ± 6.29 16.94 ± 7.18 P = 0.718 
TRAP 3.19 ± 1.07 3.07 ± 0.82 P = 0.676 3.23 ± 1.27 3.07 ± 0.82 P = 0.475 
CD4 naïve 465.67 ± 228.22 464.23 ± 219.04 P = 0.983 528.56 ± 265.55 464.23 ± 219.04 P = 0.188 
CD4/CD8 0.55 ± 0.29 0.46 ± 0.27 P = 0.274 0.55 ± 0.28 0.46 ± 0.27 P = 0.090 
 203 
 204 
  205 
Figure 4A. Osteocalcin (OC) levels were higher in patients with osteoporosis 206 




Figure 4B. Carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX-1) levels were higher in 211 
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 220 
Figure 4C. N-terminal propeptide of procollagen type 1 (P1NP) levels were higher in 221 






 Our results reveal a high prevalence of bone involvement among HIV-infected MSM 228 
before initiation of ART, with 11% of these patients presenting BMD values indicative of 229 
osteoporosis (T-score < -2.5) and 24% of the patients with a bone density lower than that 230 
expected for their age (Z-score <-2). Currently, the primary guidelines and international 231 
consensus statements recommend that patients who are infected with the HIV virus 232 
undergo bone testing if they are over the age of 50 years5,8,9 or have a history of 233 
pathologic fractures. These publications further advise clinicians to avoid ART regimens 234 
that pose a risk of bone toxicity, such as tenofovir disoproxil fumarate (TDF) and protease 235 
inhibitors (PI), if the patient has existing bone involvement or frailty and fragility 236 
fracture.1,5,10,11 Our findings suggest that this recommendation may be revised, as over 237 
50% of the study population, which consisted of MSM under age 50, had low BMD levels 238 
 for their age, and 11% of these patients presented osteoporosis. As there is still no 239 
curative treatment for HIV infection, it is foreseeable that these patients will continue 240 
requiring ART for years to come, thus putting them at an increased risk of loss of bone 241 
mass.   242 
It is highly likely that the lifestyle of the study population, and not their HIV-infected status, 243 
is the primary factor behind such high rates of osteopenia and/or osteoporosis. Previous 244 
studies have described various factors that may contribute to a decrease in BMD and an 245 
increased risk of fracture among patients infected with HIV. These include low BMI, 246 
alcohol and tobacco consumption, prolonged use of corticosteroids, low vitamin D levels, 247 
growth hormone deficiency, hypogonadism, and inflammatory processes, among others. 248 
Nearly all these conditions have been found to be more prevalent among subjects with 249 
chronic HIV infection over many years who have undergone years of previous 250 
treatment.10,12–14 Ours is the first study to analyze this aspect in patients recently 251 
diagnosed with HIV infection but who have yet to begin ART.  252 
A number of factors associated with HIV infection, such as kidney disease, liver disease, 253 
or diabetes, can contribute to a loss of bone mass over the years, thereby placing the 254 
patient at a greater risk of fracture. Indeed, patients with no other known comorbidities 255 
may be prone to a loss of bone mass due to the effects of the proinflammatory state 256 
caused by the infection.6,15,16 Whichever the therapy administered, initiation of ART has 257 
been shown to have a negative initial impact on BMD, and this deleterious effect is more 258 
intense and long-lasting when the treatment involves TDF or PI.3,17 In 2012, Hansen et al. 259 
described a higher risk of fracture among patients with HIV infection when compared to a 260 
healthy control group. In the study, risk of low-energy fracture was associated with 261 
exposure to HAART, the presence of comorbidities, and tobacco consumption.18 262 
Consequently, several factors may have a negative impact on future bone metabolism in a 263 
young patient recently diagnosed with HIV infection, and thus preventive measures could 264 
 be more effective if their baseline characteristics are known and their degree of bone 265 
mineralization has been studied. 266 
Special attention should be given to vitamin D status and its impact on bone metabolism in 267 
these patients. In recent years, a number of studies have suggested that patients living 268 
with HIV infection have a high prevalence of vitamin D deficit independently of their 269 
geographic origin (i.e., Europe, Australia, or the Americas, among other regions).19–21 In 270 
addition to its deleterious impact on patients with HIV infection, vitamin D deficiency is a 271 
well-established risk factor for bone disease within the general population.22 Indeed, recent 272 
publications suggest that the functions of vitamin D go beyond the skeleton, and that 273 
vitamin D may play a role in regulating cardiovascular and immunologic parameters.23–25 274 
Though some studies have described a protective role played by vitamin D in which this 275 
vitamin prevents loss of bone mass,26 much remains unknown as to the degree to which 276 
vitamin D deficiency contributes to this loss and to an increase in risk of fracture among 277 
HIV-infected patients. Recent findings associate this deficiency with fractures of the 278 
vertebra in these patients, thus lending further credibility to the notion that appropriate 279 
vitamin D levels can play a role in preserving the health of these subjects and also 280 
suggesting that levels of vitamin D should be included in the screening of bone fragility in 281 
this population.27 282 
The results of our substudy on bone parameters show how certain patients with 283 
osteoporosis differ from patients with a normal DXA scan in terms of markers of bone 284 
turnover, both those of bone formation (osteocalcin and P1NP) and resorption (CTX). 285 
However, these differences were slight or altogether absent in most cases, as occurred 286 
when HIV-negative patients with evidence of bone alterations on DXA scan were 287 
compared to patients with no such findings.28 This may be reflective of the fact that 288 
conventional densitometric methods are not the optimal means of measuring bone 289 
involvement. Despite the limits of these measures, some of the differences observed 290 
 between patients with osteoporosis and those with a normal DXA scan point to avenues 291 
for potential future investigations to shed further light on these aspects and continue the 292 
search for parameters that may be used to predict bone involvement in these patients.  293 
 294 
This research has certain limitations. First, the fact that this is a single-center study may 295 
have influenced the interpretation of some of our results, as a similar study performed in 296 
another geographic location may find an increase or a decrease in the same parameters 297 
observed, mostly due differences in climate and lifestyle in the different locales. Spain has 298 
a comparatively high number of hours of sunlight, and with the exception of children, 299 
citizens are not recommended to supplement their intake with foods with a high vitamin-D 300 
content; nonetheless, lifestyle factors, primarily in large cities, can lead to low exposure to 301 
sunlight in the fall and winter months. A second limitation concerns the lack of a study 302 
group consisting of individuals not infected with the HIV virus; nonetheless, our results can 303 
be contrasted with well-established findings from studies conducted in the general 304 
population. Though our cohort consists of individuals who have lived with HIV infection for 305 
a short time, certain bias may have been introduced in this regard, as some of the patients 306 
studied had no previous tests with a negative result, thus making exact data on cumulative 307 
time of infection unavailable. However, the fact that over 90% of patients had stage-A 308 
disease indicates an appropriate degree of homogeneity. Third, the sample size of the 309 
metabolism substudy may limit the ability to detect differences, although the findings of this 310 
substudy suggest certain findings that merit further study with larger populations.  311 
The most significant limitation of our research stems from the lack of a validated means of 312 
screening for bone involvement in patients with HIV infection. Indeed, neither the Fracture 313 
Risk Assessment Tool (FRAX) nor densitometric methods have been validated in young 314 
people or in the population of individuals living with HIV infection.1,8,29,30 The inclusion of 315 
densitometry as part of the baseline assessment of patients infected with the HIV virus 316 
 would not be used to diagnose any particular disease, though it would lead clinicians to 317 
stress lifestyle habits that promote the health of the patient’s bone mass and avoid 318 
prescribing antirretroviral or other drugs that lead to a loss of bone mass. Similarly, a 319 
diagnosis of osteoporosis at an early age would impact the follow-up approach given to 320 
certain patients. As stated above, an increased risk of bone fracture has been found 321 
among patients with HIV infection when compared to HIV-negative individuals; however, 322 
these studies have not found a correlation between abnormal DXA measurements and 323 
subsequent fracture.30 As a result, we argue that the most appropriate strategy when 324 
treating young patients with moderate or severe bone involvement evidenced on DXA 325 
scan should be in accordance with the general recommendations of scientific societies, 326 
that is, a conservative approach that avoids targeted therapies such as biphosphonate at 327 
early ages, due to the possible side effects of this therapy; rather, treatment should seek 328 
to control risk factors from early on.  329 
 330 
  Despite the limitations discussed above, we believe that the large number of 331 
patients included in this study lends validity to its findings and makes the case for baseline 332 
examinations of bone density to improve the clinical management of MSM living with HIV 333 
infection.  334 
  335 
 Acknowledgments 336 
We would like to acknowledge Oliver Saw for his collaboration in the translation of the 337 




This work has not received funding. It has received no specific grant from any funding 342 
agency in the public, commercial or not-for-profit sectors. The author(s) received no 343 
specific funding for this work. 344 
 345 
 346 
Conflict Of Interests 347 
AC has received honoraria and speakers’ fees from Gilead Sciencies, MSD and ViiV. MG 348 
has received speakers’ fees from ViiV. All the authors have declared that no competing 349 
interests exist. 350 
 351 
 352 
Authors’ Contributions 353 
PA, AC, and MG conceived the study, participated in its design, data analysis and drafted 354 
the manuscript. PA, AC, FMCB and RPT have participated in data collection, design and 355 
drafted the manuscript. LPP, BA, RA, MDC, MLFG, GHB and AM have participated in its 356 
design and drafted the manuscript. All the authors contributed to the final version of the 357 
manuscript. 358 
 359 
  360 
 References 361 
 362 
1.  Negredo E, Domingo P, Gutierrez F, et al. Executive summary of the consensus 363 
document on osteoporosis in HIV-infected individuals. Enferm Infecc Microbiol Clin. 364 




2.  Althoff KN, McGinnis KA, Wyatt CM, et al. Comparison of Risk and Age at Diagnosis 369 
of Myocardial Infarction, End-Stage Renal Disease, and Non-AIDS-Defining Cancer 370 
in HIV-Infected Versus Uninfected Adults. Clin Infect Dis. 2014;60(4):627-638.  371 
 372 
3.  Tinago W, Cotter AG, Sabin CA, et al. Predictors of longitudinal change in bone 373 
mineral density in a cohort of HIV-positive and negative patients. Aids. 374 
2017;31(5):643-652.  375 
 376 
4.  Moran C, Weitzmann M, Ofotokun I. Bone Loss in HIV Infection. Curr Treat Options 377 
Infect Dis. 2017;9(1):52-67. 378 
 379 
5.  European AIDS Clinical Society. EACS Guidelines 2018. 2018;44(October):7032. 380 
 381 
6.  Compston J. Osteoporosis and fracture risk associated with HIV infection and 382 
treatment. Endocrinol Metab Clin North Am. 2014;43(3):769-780.  383 
 384 
7.  Dong H V., Cortés YI, Shiau S, Yin MT. Osteoporosis and fractures in HIV/hepatitis 385 
C virus coinfection: A systematic review and meta-analysis. Aids. 2014;28(14):2119-386 
2131. 387 
 388 
8.  Lozano F, Buzón M, Curran A, et al. Grupo de Estudio de Sida de la Sociedad 389 
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 Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease characterized by injury of all joint 
tissues. Our previous study showed that in experimental osteoporosis, chiropractic 
manipulation (CM) exerts protective effects on bone. We assessed whether CM might 
ameliorate OA by improving subchondral bone sclerosis, cartilage integrity and synovitis. 
Male New-Zealand rabbits underwent knee surgery to induce OA by anterior cruciate 
ligament injury. CM was performed using the chiropractic instrument ActivatorV® 3 
times/week for 8 weeks as follows: force 2 setting was applied onto the tibial tubercle of 
the rabbit right hind limb (TM-OA), whereas the corresponding left hind limb received a 
false manipulation (FM-OA) consisting of ActivatorV® firing in the air and slightly 
touching the tibial tubercle. After sacrifice, subchondral bone integrity was assessed in 
the tibiae by microCT and histology. Cartilage damage and synovitis were estimated by 
Mankin’s and Krenn’s scores and histological techniques. Bone mineral density and 
content, in subchondral cortical and trabecular bone decreased in OA rabbits compared 
to controls rabbits, being partially reversed in the TM-OA group. Trabecular parameters 
in TM-OA animals showed a significant improvement compared to FM-OA. RANKL, 
OPG, ALP and TRAP expression significantly decreased in TM-OA respect to FM-OA 
group at subchondral level. CM was associated with a lower Mankin’s score in TM-OA 
cartilage with respect to FM-OA, presenting a higher Krenn’s score and macrophage 
infiltrate than TM-OA rabbits. Also, higher pro-inflammatory, fibrotic and angiogenic 
marker expressions was observed in TM-OA. Our results suggest that CM may retard OA 








 Osteoarthritis (OA) is a chronic multifactorial disease that affects all anatomical 
structures of the joint, namely cartilage, subchondral bone and synovial membrane [1]. 
This disease affects about 15% of the population aged 25-75 years, and its prevalence 
significantly increases with age, affecting 70% of the population over 65 years [2].  
 OA has been considered a cartilage disorder, but the integrity of articular 
cartilage appears to depend on the mechanical properties of the underlying bone [3]. 
Several studies have recognized specific changes in the architecture and turnover of 
arthritic subchondral bone [4, 5]. In this sense, different molecular alterations associated 
with remodeling of the latter, e.g., in expression of nuclear factor ligand receptor kappa 
B (RANKL) and osteoprotegerin (OPG), have been described [6, 7]. 
 Experimental and clinical research indicate that osteoporotic changes in the 
subchondral bone could play a key role in the onset of OA [8]. In fact, recent studies show 
that osteoporosis (OP) induces cartilage injury in a rabbit model of combined OP and OA 
(OPOA) [9]. In this setting, the observed significant correlation between deterioration of 
the subchondral microstructure and cartilage damage indicates that changes in 
subchondral bone aggravate cartilage damage [10]. 
Currently, no effective pharmacotherapy is available for OA, and the treatment of 
these patients is based on established guidelines for keeping the structural conservation 
of the joints by correcting postures and avoiding joint overloads with the help of physical 
support [11]. Likewise, a good physical activity is recommended since mechanical 
stimulation can improve the initial stages of OA [11]. 
Extracorporeal shock wave therapy (ESWT) has been proposed as a novel 
therapeutic alternative in OA [12]. By mechanisms still poorly understood, application of 
shock waves appears to have a beneficial effect on both chondrocytes and subchondral 
bone remodeling [13]. However, the intensity of the shock waves applied as well as the 
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duration and pattern of the treatment vary in different studies, which makes it difficult to 
analyze and compare the results obtained [14]. In fact, degenerative effects in joint tissue 
have been described when ESWT overdose is applied [15]. In this regard, low energy 
shock wave devices, such as ActivatorV Adjusting Instrument® (Activator Methods 
International, Phoenix, AZ) used for chiropractic manipulation (CM) [16] might be an 
alternative to ESWT in OA treatment. Compared to ESWT generators, the peak amplitude 
of the pressure waves generated by ActivatorV® is 20-fold smaller [17]. Previous studies 
have shown that a force input of 123 N generated by ActivatorV® at a setting of 1 directly 
on cells [17], or 79 N on polymer spinal tissue analog blocks [18], produce a maximal 
kinetic energy of 0.3 J, which is far below the energy required to produce tissue injury 
[19].  
Recently, we reported that CM, using ActivatorV®, induces an improvement in 
bone mineral density (BMD) and bone microarchitecture in an experimental rat model of 
OP [20]. Considering these previous findings and given the apparently important role of 
subchondral bone in cartilage damage in OA, we hypothesized that ActivatorV®-based 
CM might prevent the progression of OA through the improvement of subchondral bone.  
 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animals 
Thirteen male New Zealand rabbits (12-13 weeks of age) (Granja San Bernardo, 
Pamplona, Spain), were included in the study. The experimental protocol was approved 
by the Institutional Animal Care and Use Committee at the IIS-Fundación Jiménez Díaz, 
according to the European Union guidelines for decreasing animal pain. We complied 
with the 3R (‘‘replace, reduce, and refine’’) experimental design recommendation aimed 
to reduce the number of experimental animals [21]. Rabbits were placed in cages under 
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standard conditions (room temperature 20 ± 0.5 ºC, relative humidity 55 ± 5%, and 
illumination with a 12 h/12 h light/dark photoperiod), given food and water ad libitum 
and allowed to move without restriction. 
 
Animal Procedures 
After 2 weeks of adaptation to our facilities, OA was induced in both knees of 
each of 10 rabbits by anterior cruciate ligament section [22]. The remaining 3 rabbits were 
used as healthy controls. The surgery was performed under general anesthesia 
(intramuscular administration of 20 mg/ml xylazine (Rompun, Bayer, Kiel, Germany) 
and 50 mg/ml ketamine (Ketolar, Pfizer, Hameln, Germany) at 3:1 ratio), under aseptic 
conditions in the operating room. After 2 weeks of surgery, CM was performed using 
ActivatorV® at setting 2 with preload of 3.705 lb/inch spring rate applied onto the tibial 
tubercle of the rabbit right hind limb (true manipulation, TM) at a 90° angle from medial 
to lateral side [23]. The contralateral left hind limb received a false manipulation (FM) 
consisting of ActivatorV® firing in the air and gently touching the tibial tubercle. These 
procedures were repeated 3 times/week for 8 weeks. At the end of the treatments, animals 
were sacrificed by an intracardiac injection of 50 mg/kg pentobarbital (Tiobarbital, Braun 
medical, Barcelona, Spain). Femoral condiles, tibial plateaus and synovial membranes 
were collected for further histological, immunohistochemical and Western blot analysis 
or microstructural studies. 
  
Microcomputerized tomography (microCT) analysis of rabbit tibiae 
Left and right rabbit tibiae were scanned using a high-resolution microCT system 
(GE eXplore Locus lCT scanner, GE Healthcare, London, Canada). The X-ray tube 
settings were 80 kV of energy and 450 µA of current. The microCT image acquisition 
consisted of 400 projections collected in one full rotation of the gantry. The resulting raw 
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data were reconstructed using a filtered back-projection algorithm to a final image with a 
resolution of 45 µm in all three spatial dimensions. Images obtained with an isotropic 
voxel size of 46 µm and 0.5 mm square were analyzed. For subchondral cortical bone, 
regions of interest (ROIs) analyzed, was studied starting in the cortical bone edge until 
the appearance of the first trabeculae, corresponded to approximately 20 slides per 
sample. For subchondral trabecular bone, a characteristic region in medial posterolateral 
position was selected [24]. The reconstructed images of both subchondral cortical and 
trabecular bone were analyzed using MicroView software, version 2.2 with Advanced 
Bone Analysis Plus (GE Healthcare). Both BMD and bone mineral content (BMC) were 
evaluated in subchondral cortical and trabecular bone. Moreover, trabecular parameters 
namely bone volume/tissue volume (BV/TV), trabecular thickness (Tb. Th), trabecular 
number (Tb. N) and trabecular separation (Tb. S) were calculated. 
 
Macroscopic tissue analysis 
Degenerative changes of medial and lateral femoral condyles in the cartilage were 
evaluated macroscopically and classified into four grades: 0= intact surface, 1=irregular 
surface; 2= surface fibrillation, 3= erosion according to the modiﬁed Laverty’s grading 
system [25].  
 
Cartilage histopathological alterations 
After microCT was performed, left and right tibiae were decalcified with 10% 
EDTA, pH 7.7, solution during 4 months. Thereafter, the tibae were cleaved in a sagittal 
plane along the central portion of the articular surface of each medial tibial plate 
corresponding to the weight-bearing area, and subsequently embedded in paraffin. Five-
µm tibial sections were stained with safranin O-fast green for histological analysis. 
Stained sections were evaluated by two independent observers using a modified Mankin`s 
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grading score system which analyses four different parameters with a total score up to 21: 
structure (0-8), proteoglycan staining (0-6), loss of chondrocytes (0-4), and clone 
formation (0-3) [26]. The final score of each sample was the average of two independent 
scores. 
 
Histological synovitis grading 
Synovial membranes from both knees of each rabbit were sectioned (5µm) and 
stained with hematoxylin and eosin. Synovitis was evaluated according to the Krenn’s 
score [27], assessing lining hyperplasia, activation of synovial stroma related to fibrosis, 
and tissue infiltration. Each item was evaluated by two blinded observers using a subscale 
of 0-3 points, where 0 indicated absence, 1 mild, 2 intermediate and 3 strong evidence of 
synovitis. The total score was obtained from the sum of partial grades with a maximum 
total score of 9. 
 
Immunohistochemical localization of RANKL, OPG and ALP 
The distribution pattern of cells expressing RANKL, OPG and alkaline 
phosphatase (ALP) was also assessed in paraffin-embedded tibia sections. Briefly, after 
deparaffination, sections were rehydrated in graded ethanol and incubated in 4% bovine 
serum albumin (BSA) and 3% sheep serum to block unspecific immunobinding. Mouse 
monoclonal antibodies against RANKL, ALP (Santa Cruz Biotech, Heidelberg, 
Germany) or OPG (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (at 1:200 dilution) were 
added overnight, at 4 °C. This was followed by subsequent incubation with corresponding 
1:200 biotinylated goat anti-mouse IgG (GE Healthcare, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, UK), at 1:200 dilution, and peroxidase ABC with 3,3’-
diaminobenzidine tetra-hydrochloride as chromogen (Dako, Golstrup, Denmark). 
Sections were counterstained with hematoxylin, mounted in DPX medium (VWR 
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International, Leuven, Belgium) and photographed using an automated iScan Coreo slide 
scanner (Ventana Medical Systems, Arizona, USA). Three random areas per slide were 
selected blinded to group assignment and quantified with Image J software. Results are 
expressed as a percentage of positive stained area in relation to the total tissue area. The 
negative controls involved incubation with an IgG isotype. 
  
Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining 
To verify the presence of osteoclasts, TRAP staining was performed. In brief, after 
deparaffinization and 0.1 M acetate buffer pH 5 washing, sections were incubated with 
TRAP buffer consisting of: 0.1 M acetate buffer pH 5, 0.3 M sodium tartrate buffer, 
naphtol AS-MX phosphate (10 mg/ml), 0.1% Triton X-100 and fast red violet LB staining 
reagent (0.3 mg/ml) for 30 minutes. Samples were counterstained with fast green reagent 
for 45 seconds, and mounted in DPX (VWR Inter-national Ltd, Leuven, Belgium). 
TRAP-positive cells with three or more nuclei were counted as multinucleated osteoclasts 
in 5 random high-power fields (×400, bone area 0.04 mm2) per sample in the subchondral 
bone of each rabbit. Total osteoclasts were expressed as the mean of TRAP positive cells 
per mm2 in each experimental group.  
 
Immunohistochemistry of rabbit macrophages and endothelial cells in synovial 
membrane  
Macrophages were identified in the synovial membrane, using a rabbit 
monoclonal anti-rabbit macrophage antibody (RAM11; Dako, Glostrup, Denmark), 
according to a previously described protocol [28]; whereas endothelial cells were 
identified with CD31 antibody (Abcam, Cambridge, UK), as reported [29].  To evaluate 
both RAM-11 and CD31 positive immune reactivity, sections were photographed using 
an automated iScan Coreo slide scanner and five random areas per slide were selected 
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blinded to group assignment and quantified with Image J software. The results were 
expressed as percentage of positive area in relation to the total tissue area. An IgG isotype 
was used as negative control.  
 
Western blot 
Proteins from synovial membranes were extracted with mechanical disintegration 
in Ripa buffer, pH 8 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), supplemented with protease 
inhibitor cocktail P8340 (Sigma-Aldrich) and phosphatase inhibitor cocktail Set II 
(Calbiochem, La Jolla, CA). Protein content was determined by bicinchoninic Acid 
(BCA) (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Protein extracts (25-60 µg) were 
separated on 10-15% polyacrylamide-SDS gels under reducing conditions. After 
electrophoresis, samples were transferred onto nitrocellulose membranes, followed by 
blocking with 3% BSA in 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, and 150 mM NaCl with 0.05% 
Tween-20. After overnight incubation with polyclonal anti-rabbit VEGF-164 (1:1000, 
Abcam, Cambridge, UK), monoclonal anti-rabbit MMP3 (1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA), monoclonal anti-rabbit IL1-β (1:150, Cloud-Clone, 
Houston TX), polyclonal anti-rabbit TNFα (1:200, Cloud-Clone) and monoclonal anti-
rabbit COX-2 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), at 4 °C, horseradish 
peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG (GE Healthcare, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, UK), or anti-guinea pig IgG (Abcam, Cambridge, UK) for primary 
IL1-β and TNFα antibodies, was added for 1 h, at room temperature. As loading control, 
anti β-actin antibody (Santa Cruz Biotechnology) was used. Protein bands were 
developed with Luminata CrescendoTM Western HRP detection (Millipore, Billerica, 
MA), and analyzed by densitometric scanning using Amersham Imager 600 (GE 





Results were expressed as mean ± standard deviation (SD) throughout the text. 
We used non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s 
procedure) for comparison between multiple groups, and Mann-Whitney U test for 
comparison between two groups. Each limb was analyzed as an independent sample for 
the studies. P < 0.05 was considered significant. Statistical analysis was performed using 




CM improves microstructural parameters in OA-subchondral bone 
A significant weight loss in OA group compared to control animals (3.9 ± 0.4 kg 
vs 4.8 ± 0.3 kg vs. respectively; p<0.05) was observed at time of sacrifice. This decrease 
was associated to subchondral bone mass loss in the former rabbits as confirmed by 
microCT. Thus, both BMD and BMC in cortical and trabecular subchondral bone were 
lower in FM-OA rabbits, when compared to control animals (Table 1). ActivatorV® 
adjustment (TM-OA group) produced an increase in BMD and BMC at both skeletal 
locations, without reaching the corresponding values in control animals (Table 1). In 
addition, in subchondral trabecular bone, we found a significant decrease in BV/TV in 
FM-OA rabbits compared to healthy control group that was partially abrogated by CM 
(TM-OA group) (Table 1). Consistent with these results, Tb.N, Tb.S and Tb. Th values 
were decreased in the FM-OA group, compared to those in control group, and showed a 






CM counteracts the increase of subchondral bone remodelling in OA rabbits 
  Bone remodeling markers were assessed in subchondral bone in all groups 
studied. Subchondral bone formation assayed by ALP staining increased significantly in 
the subchondral bone of FM-OA rabbits, by regards to healthy controls, and showed a 
tendency to normalize in the TM-OA group (Fig. 1 A). Moreover, a similar trend of 
changes in subchondral bone degradation, as determined by TRAP staining of osteoclasts, 
was revealed in these three groups of rabbits (Fig.1B).   
Since the RANKL/OPG system has a key role in bone remodelling [30], and it has 
previously been found to be dysregulated in the subchondral bone of OA rabbits [10, 11], 
we here explored possible changes in this system induced by CM. In the subchondral 
bone of the tibiae of FM-OA animals, a significant increase in RANKL immunostaining 
was observed compared to healthy rabbits (Fig. 2A); but it was lower in the TM-OA group 
(Fig.2A).  An opposite pattern of changes was found for OPG staining in the subchondral 
bone of these groups of rabbits (Fig. 2A). As a consequence, a significant increase of the 
RANKL/OPG ratio was observed in the FM-OA rabbit tibiae, compared to that in healthy 
controls, which normalized in the TM-OA group (Fig.2B).  
  
CM modifies cartilage and synovial membrane damage produced by OA in rabbits 
We next assessed whether CM was able to modify the damage associated to 
cartilage in this model of OA, using a macroscopical grading in femoral condyles in the 
rabbits studied. Morphological changes such as discoloration and erosion were visible in 
the medial and lateral femoral condyles in OA rabbits, being more pronounced in the 
medial condyle (Fig. 3A). However, the severity of damage was significantly lower in the 
TM-OA group, compared to the FM-OA group (Fig. 3B). Furthermore, cartilage 
degradation of tibiae was evaluated. As expected, OA rabbit tibiae showed higher Mankin 
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scores than control rabbits, but this increase was less pronounced in the TM-OA group 
(Fig. 3C-D).  
The Krenn score analysis revealed characteristic osteoarthritic lesions in the OA 
rabbit synovial membrane, including evident lining thickening, an increment in stromal 
cellularity and presence of infiltrating cells in the synovial stroma (Fig. 4). Interestingly, 
the FM-OA group showed a significantly higher Krenn score than the TM-OA group (Fig. 
4A), mainly at the expense of a decrease in inflammatory cells in the latter group (Fig. 
4B).    
 
CM affects macrophage infiltration in synovial membrane of OA rabbits 
Inflammatory infiltration in OA rabbit synovial membrane was further analyzed 
by studying the presence of macrophages. Thus, whereas barely staining of RAM11 was 
observed in healthy control animals, both FM-OA and TM-OA groups showed a distinct 
staining in both the synovial stroma and intimal layer (Fig. 5A). However, quantification 
of tissue staining revealed a significant decrease of intensity in the synovial membrane of 
TM-OA group in comparison to FM-OA group (Fig. 5B).  
We next explored whether CM might be able to modify the expression of pro-
inflammatory cytokines, namely IL1-β, TNFα and COX-2, in the synovial membrane of 
OA rabbits. Western blot revealed that OA induced a marked increase of all these pro-
inflammatory mediators in comparison to control animals, but this increase was 
significantly attenuated in the TM-OA group (Fig. 6).  
  
CM effects on synovial fibrosis and angiogenesis of OA rabbits 
We also investigated the putative effects of CM on extracellular matrix formation 
and remodelling in synovial membrane of OA rabbits. We found an enhanced protein 
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expression of MMP-3 and Col VI in OA animals compared to the control group, which 
was significantly lower in the TM-OA group than in the FM-OA group (Fig. 7A and B).    
Since inflammation and angiogenesis in the synovium are closely integrated 
processes in the pathogenesis of OA [31], we also determined whether CM could affect 
angiogenesis in this OA rabbit tissue.   
In OA rabbits, we found that synovial membranes exhibited an increased protein 
expression of VEGF -an angiogenic factor- in comparison to controls; this increase was 
more evident in the FM-OA group (Fig. 7C).  In parallel, the presence of vessels in the 
synovial tissue was studied by CD31 immunostaining. A significant increase of CD31-
positivity was revealed in both OA groups compared to control animals, but it was more 
dramatic in FM-OA rabbits (Fig.7D).     
 
DISCUSSION  
 The results of the present study suggest that CM could be an effective alternative 
treatment of OA. The observed effect of CM on subchondral bone remodeling supports 
the association between this remodeling and cartilage tissue integrity in the knee of OA 
rabbits. Moreover, CM positively affected histological changes of the synovial 
membrane, including inflammation and angiogenesis as well as changes in the structure 
of the extracellular matrix associated with OA in these animals.   
Associated with OA, it has been described that the loss of mobility and limb 
function leads to bone demineralization [32]. In the present rabbit model, 
demineralization of the subchondral bone associated with OA was reversed by CM, in 
agreement with our previous findings in a rat osteoporosis model [20]. Similar results 
have previously been reported by using EWST in postmenopausal women with lumbar 
and femoral OP [33]. In the latter study, it was hypothesized that EWST stimulation could 
induce the expression and secretion of growth factors, which would enhance the activity 
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of osteoblasts and/or inhibit the differentiation of osteoclasts and their resorptive effect 
on bone [33]. In the same line, our study demonstrates a CM-related reduction of 
osteoclasts together with a decreased RANKL/OPG ratio in OA rabbit subchondral bone. 
In fact, the latter ratio has been suggested to be a possible target in OA therapy [34]. 
Moreover, the results obtained by analyzing ALP positivity, as a marker of  
osteoblastogenic activity, support the notion that the beneficial effect of CM on 
subchondral bone remodeling is also exerted by targeting osteoblasts. 
Regarding the changes in microarchitecture of the subchondral bone in the present 
experimental model, a clear difference was observed in the subchondral bone of TM-OA 
rabbits, namely an increase in Tb.N with the consequent reduction in Th.S, compared to 
that of the FM-OA group, in which Tb.N was diminished compared to healthy animals. 
Similar results were described in femoral trabecular bone of osteoporotic rats submitted 
to the similar ActivatorV® treatment [20]. In contrast to the aforementioned work, 
though, in the present OA model the decreased Tb.Th in the subchondral tibiae did not 
improve by CM treatment. This apparent inefficiency of CM on Tb.Th in this model could 
be due to the fact that, at least in rodents, Tb.Th is a parameter that tends to be 
overestimated due to the algorithm and 3D digital interpretation performed by the 
microCT software [35, 36]. A large voxel size as it is the case of the rabbit, imposes 
trabecular limit identification to measure trabecular thickness since the images are 
pixelated and the surface expands slightly, resulting in an inaccurate measure of the 
thickness of the binarized surface [36]. Moreover, the anatomical differences between the 
rabbit and rat tibia is another factor to be considered when interpreting the differences of 
microCT results observed in the trabecular bone of both species [37]. Further research is 
needed to clarify this issue. In any case, the observed increase in the number of trabeculae 
induced by CM in OA rabbits could compensate the reduction in their thickness, 
producing a general improvement in the mechanical properties of the subchondral bone 
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in this setting. In this regard, some studies have reported that subchondral bone provides 
structural support to the overlying articular cartilage and plays an important role in the 
development of cartilage lesions associated to OA [1]. Indeed, the improvement of 
subchondral bone by the administration of anti-resorptive agents such as alendronate or 
bisphosphonates have shown to prevent cartilage damage progression in OA [38]. In our 
rabbit model, improvement in subchondral bone after CM was also associated with less 
cartilage deterioration, analyzed both at the macroscopic level in the femur, and at the 
microscopic level by Mankin’s score in the tibiae of OA rabbits. This chondroprotective 
effect associated with ActivatorV® treatment is coherent with previous data using ESWT 
in rats [39].  
The true mechanisms whereby CM could exert these beneficial effects on 
damaged cartilage are unknown. It has  been suggested that likely candidates as signaling 
molecules for a cross-talk between subchondral bone and articular cartilage in OA may 
include bone remodeling products and osteoclast and osteoblast activation factors 
targeting chondrocytes [41]. Previous studies have also shown that the antiresorptive and 
chondroprotective effects of ESWT might be due to changes in mechanotransduction 
inducing different biological responses, such as anti-inflammatory processes, promotion 
of cell proliferation and neovascularization, favoring tissue regeneration and repair [40]. 
In addition, based on studies carried out with the ActivatorV® in spinal manipulative 
therapy, it is been speculated that the mechanical impulse generated by this device and 
the associated joint movement could modulate the entry of sensory afferences 
(mechanoreceptors) to the central nervous system with subsequent modulation of muscle 
tension [19]. This muscular tension could achieve considerable articular reconditioning, 
relieving the overload to which the knee is exposed, and thus improving the status of the 
damaged cartilage in the context of OA.  
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Possible joint structure improvement triggered by CM might also be related to the 
parallel decreased synovitis induced by this treatment in OA rabbits, as manifested by 
changes in macrophage infiltrate associated with a lower expression of pro-inflammatory 
cytokines in synovial membrane. In this regard, it has been proposed that components of 
the extracellular matrix could leak from damaged cartilage into the synovial fluid and 
activate synovial macrophages [42]. This activation would lead to the release of 
proinflammatory cytokines and matrix metalloproteinases, generating a vicious circle of 
inflammation and cartilage breakdown [42]. In addition, recent data have shown that 
activated macrophages in the synovial membrane promote angiogenesis by production of 
growth factors and chemokines promoting endothelial cell adhesion, receptor expression 
and neo-vascularization [43]. In this sense, CM was here found to reduce de novo 
vascularization of synovial membrane associated with a lower presence of inflammatory 
cells and a reduced deterioration of articular cartilage in the present OA model. Recent 
studies have also shown that cytokines such as IL1-β and TNF-α produced by activated 
synoviocytes regulate the expression of metalloproteinases [44]. Our findings 
demonstrate that the observed elevated collagen VI and MMP-3 in the synovium of OA 
rabbits were significantly diminished by CM. As a note of interest in this respect, a recent 
study has shown that ESWT protected cartilage from biomechanical damage and 
prevented subchondral sclerosis through regulation of metalloproteinases in both 
cartilage and subchondral bone in another model of OA in rabbits [45]. 
Taken together, our findings suggest that CM contributes to maintaining the 
synovial membrane structure through the combined reduction of metalloproteinases, 
angiogenesis and inflammatory infiltration, resulting in an improvement of the damaged 
joint in OA rabbits.  
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In conclusion, the present experimental study in rabbits suggests that CM may 
retard the progression of OA through an improvement of both subchondral bone 
remodeling and cartilage damage associated with an ameliorated synovial damage. 
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Fig. 1 Immunohistochemical evaluation of ALP and TRAP in rabbit subchondral 
tibia Immunohistochemistry of ALP (A) and TRAP (B) was performed on paraffin-
embedded samples of the subchondral tibia from each group of rabbits as described in the 
text. Magnification, x10, scale: 100 µm. Densitometry values of each type of 
immunostaining are also shown. Values are mean ± SD (Control, n= 6; FM-OA, n= 10; 
and TM-OA, n = 10). *, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P values were obtained 
using non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s procedure) 
for comparison between multiple groups, and Mann-Whitney U test for comparison 
between two groups.   
 
Fig. 2 Immunohistochemical analysis of RANKL and OPG in rabbit subchondral 
tibia (A) Immunohistochemistry of RANKL and OPG was performed on paraffin-
embedded samples of the subchondral tibia from each group of rabbits as described in the 
text. Magnification, x10, scale: 100 µm. Corresponding densitometry values are also 
shown. (B) RANKL/OPG ratio in the subchondral bone of each rabbit group studied. 
Values are mean ± SD (Control, n= 6; FM-OA, n= 10; and TM-OA, n = 10). *, $ p <0.05 
vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P values were obtained using non-parametric Kruskal-
Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s procedure) for comparison between 
multiple groups, and Mann-Whitney U test for comparison between two groups.   
 
Fig. 3 Macroscopic and microscopic damage analysis on the femoral and tibia 
cartilage samples from each group of rabbits studies (A) Representative images of 
femoral cartilages of each group tested. The erosive aspect and brilliance, as well as the 
presence of osteophytes or irregularities were assessed in the cartilage tissue. The 
25 
 
quantitative results are shown in the bar graphic. (B) Tibia samples were immunostained 
with safranin and evaluated by Mankin’s score. Damage was evaluated according to the 
following parameters: safranin loss (proteoglycans loss), tissue erosion, chondrocytes 
organization or clone formation and vascular infiltrate. Mankin’s values are shown in the 
corresponding bar graphic. Values are mean ± SD (Control, n= 6; FM-OA, n= 10; and 
TM-OA, n = 10). *, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P values were obtained 
using non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s procedure) 
for comparison between multiple groups, and Mann-Whitney U test for comparison 
between two groups.   
 
Fig. 4 CM affects synovitis in OA rabbits (A) Representative sections of synovium 
stained with hematoxylin and eosin. Magnification: x4, scale: 250 µm. Global synovitis 
score quantification according to Krenn’s score is shown. (B) Changes in different 
parameters analyzed separately according to Krenn’s score. Values are mean ± SD 
(Control, n= 6; FM-OA, n= 10; and TM-OA, n = 10). *, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 
vs FM-OA. P values were obtained using non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-
hoc correction (Dunn’s procedure) for comparison between multiple groups, and Mann-
Whitney U test for comparison between two groups.   
 
Fig. 5 Changes in cellular infiltrate in the synovial membrane of OA rabbits.  (A) 
Immunohistochemistry of representative synovium sections from each rabbit group 
studied, using anti-rabbit macrophage antibody RAM11. Magnification: 10x (top 
images), 40x (bottom images). Scale: 100 µm (top images), 25 µm (bottom images). (B) 
Corresponding densitometry analysis of RAM11 staining in the synovium of each group 
of animals. Values are mean ± SD (Control, n= 6; FM-OA, n= 10; and TM-OA, n = 10). 
*, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P values were obtained using non-parametric 
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Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s procedure) for comparison 
between multiple groups, and Mann-Whitney U test for comparison between two groups.   
 
Fig. 6 Changes in several proinflammatory mediators in synovial membrane of OA 
rabbits COX-2 (A), TNFα (B), immature form of IL1-β (C) and active IL1-β protein 
expression in synovial membranes from each of the experimental groups studied by 
western blot. Data are relative intensities of the protein signal normalized to that of α-
actin for each experimental group, compared to the corresponding value in control 
(expressed as n-fold). Values are mean ± SD (Control, n= 6; FM-OA, n= 10; and TM-
OA, n = 10). *, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P values were obtained using 
non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction (Dunn’s procedure) for 
comparison between multiple groups, and Mann-Whitney U test for comparison between 
two groups.   
 
Fig. 7 Protein expression of fibrotic and angiogenic markers in synovial membrane 
of OA rabbits MMP-3 (A), COL VI (B) and VEGF-164 (C) protein expression in 
synovial membranes from each animal group studied by western blot. Data are relative 
intensities of the protein signal normalized to that of α-actin for each experimental group, 
compared to the corresponding value in control (expressed as n-fold). (D) 
Immunohistochemistry of CD31 in representative synovium sections from each rabbit 
group studied. Magnification: 10x, scale: 100 µm. Quantitative results of corresponding 
densitometry analysis are shown in the bar graphic. Values are mean ± SD (Control, n= 
6; FM-OA, n= 10; and TM-OA, n = 10) *, $ p <0.05 vs Control; #p<0.05 vs FM-OA. P 
values were obtained using non-parametric Kruskal-Wallis test with a post-hoc correction 
(Dunn’s procedure) for comparison between multiple groups, and Mann-Whitney U test 
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TABLE 1. Changes in subchondral cortical and trabecular bone measured by 
microCT. 
 
SUBCHONDRAL CORTICAL BONE  
Parameters CONTROL (n=6)  FM-OA (n=10)  TM-OA (n=10)  
BMD (g/cm3)  5.17 ± 0.31 4.40 ± 0.48 
#
 5.05 ± 0.61 
#,*
 
BMC (g) 0.0080 ± 0.0010 0.0042 ± 0.0018 
#
 0.0062 ± 0.0012
#,*
   
SUBCHONDRAL TRABECULAR BONE  
Parameters CONTROL (n=6)  FM-OA (n=10)  TM-OA (n=10)  
BMD (g/cm3)  2.65 ± 0.15 2.11 ± 0.19 
#
 2.51 ± 0.20 
#,*
 
BMC (g) 0.046 ± 0.003 0.034 ± 0.003 
#
 0.041 ± 0.003
#,*
  
BV/TV (%)  0.3133 ± 0.0327  0.1631 ± 0.0222 
#  0.2502 ± 0.0537 #,*  
Tb. Th (mm)  0.1777 ± 0.0159  0.1522 ± 0.0164 
#
 0.1395 ± 0.0106
#,*
  
Tb. N (mm-1)  1.7865 ± 0.0806  1.206 ± 0.070 
#
 2.020 ± 0.405 
*
 
Tb. Sp (mm)  0.3198 ± 0.0460  0.6868 ± 0.0418 
#




Analysis by microCT of the subchondral cortical and trabecular bone in the metaphysis 
of proximal tibiae of healthy and OA rabbits with false manipulation (FM-OA) or true 
manipulation (TM-OA). Values are mean ± SD.  
#
 p<0.05 vs healthy control, 
*
p0.05 vs 
FM-OA. P values were obtained using the Mann-Whitney U-test. 
